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Pfflanzenzellen und Pflanzen, die eine Starke mit erhdhter Endvlskositat 

synttietisieren 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft Pflanzenzellen und Pflanzen, die genetisch modlfiziert 
slnd. wol)el die genetische Modiflkation zur Verringemng der Aktivitat von SSIII- und 
BEI- und BEir-Proteinen im Verglelch zu entsprechenden nicht genetisch modifizierten 
Pflanzenzellen von Wildtyppflanzen fuhrt. Femer betrifft die vorliegende Erfindung Mittel 
und Verfahren zur Herstellung solcher Pflanzenzellen und Pflanzen. Derartlge 
Pflanzenzellen und Pflanzen synthetlsieren eine modifizlerte Starke, die dadurch 
gekennzeichnet ist, dass sie einen Amylosegehalt von mindestens 30% und einen Im 
Vergleich zu Starke von entsprechenden nicht genetisch modifizierten Wildtyp-Pflanzen 
einen erhShten Phosphatgehalt und jgipe gegenuber dem Stand der Technik erhohte 
Endviskositat In der RVA Analyse und/oder eine verSnderte Seitenkettenverteilung 
und/oder eine erhShte Gelfestigkeit im Texture Analyser und/oder eine verSnderte 
Starkekommorphologle und/oder eine veranderte mittlere StarkekomgrSISe aulwelst 
Die voriiegende Erfindung betrifft daher auch die von den erfindungsgemalien 
Pflanzenzellen und Pflanzen synthetlslerte StSrke sowie Verfahren zur Herstellung 
dieser Starke. 

Im Hinblick auf die zunehmende Bedeutung, die pflanzlichen Inhaltsstoffen als 
emeuerbaren RohstofTquellen zur Zeit beigemessen wird, ist es eine der Aufgaben der 
biotechnologlschen Forschung, sich urn eine Anpassung dieser pflanzlichen Rohstoffe 
an die Anfoideaingen der verarbeitenden Industrie zu bemuhen. Urn eine Anwendung 
von nachwachsenden Rohstoffen in mSgllchst vielen EInsatzgebieten zu enmoglichen, 
Ist es darOber hinaus erforderlich, eIne grolie Stoffvlelfalt zu erreichen. 
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Das Poiysacchatid StSrke ist ein Polymer aus chemisch einheitlichen Grundbausteinen, 
den GlukosemolekQIen. Es handelt sich dabei jedoch urn ein sehr komplexes Gemisch 
aus unterschiedlichen Molekulfomnen, die sich hinslclitlich Ihres Polymerisationsgrades 
und des Auftretens von Verzweigungen der Glukoseketten unterscheiden. Daher stelit 
5 Starke keinen einheitlichen Rohstoff dar. Man unterscheidet zwei chemisch 
unterschledliche Komponenten der Starke: die Amylose und das Amylopektin. In 
typischen fQr die Starkeproduktlon verwendeten Pflanzen. wie z.B. Mais, Weizen oder 
KartofFel, besteht die synthetisierte Starke zu ca. 20% - 30% aus Amylose-Starke und 
zu ca. 70% - 80% aus Amylopekb'n-Starke. 
10 Amylose wurde lange als lineares Polymer, bestehend aus a-1,4-glycosidisch 
verknupften a-D-Glukose-Monomeren, angesehen. In neueren Studien yvurde jedoch 
die Anwesenheit von a-1 ,6-glycosidischen Verzweigungspunkten (ca. 0,1%) 
nachgewiesen (Hizukuri und Takagi, Carbohydr. Res. 134, (1984), 1-10; Takeda et al., 
Carbohydr. Res. 132, (1984). 83-92). 

15 

Es stehen unterschledliche Methoden zur Bestimmung des Amylosegehaltes zur 
Verfugung. Einlge dieser Methoden basieren auf dem lodbindevermdgen der Amytose, 
das potentiometrisch (Banks & Greenwood, In W. Banks & C.T. Greenwood. Starch and 
Its components (pp. 51-66), Edinburgh, Edinburgh University Press), amperometrisch 

20 (Larson et al., Analytical Chemistry 25(5), (1953), 802-804) oder spektrophotometrisch 
(Monlson & Laignelet J. Cereal Sc. 1, (1983). 9-20) bestimmt werden kann. Die 
Bestimmung des Amylosegehaltes kann auch kaiorimetrisch mittels DSC-(Differential 
Scanning Calorimetry)-Messungen erfolgen (Kugimiya & Donovan, Journal of Food 
Science 46, (1981), 765-770; Sievert & Holm, Starch/Starke 45 (4), (1993), 136-139). 

25 Femer besteht die Moglichkeit, den Amylosegehait uber den Einsatz von SEC-(size 
exclusion chromatography)- Chromatographie von nativer oder entzweigter St§rke zu 
bestimmen. Diese Methode wurde insbesondere zur Bestimmung des Amylosegehaltes 
gentechnisch modifizierter Starken empfohlen (Gerard et al., Carbohydrate Polymers 
44, (2001), 19-27). 

30 Im Gegensatz zur Amylose ist das Amylopektin starker vetzweigt und weist ca. 4% 
Verzweigungspunkte auf. die durch das Auftreten von zusatzlichen a-1.6- 
glycosldischen Verkniipfungen zustande kommen. Das Amylopektin stellt ein 
komplexes Gemisch aus unterschiediich verzweigten Glukoseketten dar. 
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EIn weiterer wesentlicher Unterschied zwischen Amylose und Amylopektin Ifegt Im 
Molekulargewicht Wahrend Amylose, je nach Herkunft der St3rke, ein 
Molekulargewlcht von 5x10^-10® Da besitzt, liegt das des Amylopektins zwischen 10^ 
und 10® Da. Die belden Makromolekiile kSnnen durch Ihr Molekulargewlcht und ihre 
5 unterschiedllchen phys'iko-chemlschen Elgenschaften differenziert werden, was am 
einfachsten durch Ihre unterschiedllchen Jodblndungseigenschaften sichtbar gemacht 
werden kann. 

Die funktlonelien Elgenschaften der Starke werden neben dem Amylose/Amylopektln- 
10 Verhaltnls und dem Phosphatgehalt stark beelnflufit durch das Molekulargewicht, das 

Muster der Seitenkettenverteilung, den Gehalt an lonen, den Lipids und Proteingehalt. 

die mittlere StSrkekomgroBe sowie die Starkekommorphologle etc. Als wichtlge 

funktlonelle Elgenschaften sind hierbel beisplelswelse zu nennen die l-oslichkelt. das 

Retrogradationsverhalten, das Wasserblndevemiogen, die Rlmbildungseigenschaften, 
15 die VIskosltat, die Verklelsterungseigenschaften, die Gefrier-Tau-Stabllitat, die 

Saurestabilitat, die Gelfestigkeit etc.. Auch die StarkekomgroBe kann fur verschiedene 

Anwendungen von Bedeutung sein. 

Die Verklelsterungseigenschaften, denen auch die Endviskositat zuzurechnen ist, 
20 wenJen hSufig vom Fachmann mit -unterschiedllchen Methoden bestimmt. Je nach 

verwendeter Methode kdnnen sich insbesondere absolute, aberauch relative Werte fur 

ein und dieselbe St3rkeprobe unterschelden. Eine schnelle und effizlente Methode zur. 

Analyse der Verkleisterungseigenschaften bietet die RVA Analyse. Je nach Wahl der 

Parameter und des Temperaturproflls bei der RVA Analyse erhalt man unterschledllche 
25 RVA-Profile fQr ein und dieselbe Probe. Es sei darauf hingewlesen, dass im folgend 

aufgefOhrten Stand der Technik tellweise unterschledllche Profile zur Bestimmung der 

Verkleisterungseigenschaften venwendet wurden. 

Eine Obersicht zu verschiedenen Pfianzenspezies, die eine Reduktion von an der 
30 Starkeblosynthese beteilligten Enzymen aufwelsen, findet sich bei Kossmann und Lloyd 
(2000, Critical Reviews in Plant Sciences 1 9(3), 1 71 -1 26). 

BIsher sind Pflanzen beschrieben, bei welchen die Aktivltat eines SSIII Proteins (Abel et 
at.. 1996, The Plant Journal 10(6), 9891-991; Uoyd et al., 1999, Biochemical Joumal 
338, 515-521) bzw. die Aktivltat eines BEI Proteins (Kossmann et al. 1991,Mol Gen 
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Genet 230, 39-44); Safford et al.. 1998. Carbohydrate Polymers 35, 155-168, bzw. die 
Aktivitat eines BEII Proteins (Jobllng et ai., 1999, The Plant Journal 18. bzw. die 
Aktivitat eines BEI und BEII Proteins (Schwall et aL, 2000, Nature Biotechnology 18, 
551- 554; WO 96/34968), bzw. die Aktivitat eines BEI und eines SSIII (WO 00/08184) 
5 Proteins reduziert sind . 

Pflanzen, bei welchen die Aktivitat eines SSIII Proteins reduziert ist, zeigen, verglichen 
mit entsprechenden Wildtyppflanzen, eine relative Verschiebung der Seitenketten des 
AmylopekUns von langeren Ketten zu kurzen Ketten (Lloyd et aL. 1999. Biochemical 
Journal 338. 515-521), einen urn 70% erhdhten Phosphatgehalt, kelne Veranderung 

10 des Amylosegehaltes (Abel et al., 1996, The Plant Journal 10(6), 9891-991) und eine 
emiedrigte Endviskositat in der RVA Analyse (Abel, 1995. Dissertation der Freien 
Universrtat Berlin). Solche Pflanzen, die auch in WO 00/08184 beschrieben sind. 
weisen in der isolierten Starke gegenQber nicht transformierten Wildtyppflanzen einen 
urn 197% gestelgerten Phosphatgehalt, einen um 123% gesteigerten Amylosegehalt 

IS und eine Endviskositat in der RVA Analyse, die auf 76% des Wildtyps sinkt, auf. 
Au&erdem sinkt die Gelfestigkeit der betreffenden Starke auf 84% des Wildtyps. 

Pflanzen, die eine verringerte Aktivitat sowohl eines BEI als auch eines BE II Proteins 
aulweisen, zeigen in der spektrophotometrischen Analyse nach Morrison & Laignelet 

20 (1983, J. Cereal Sc. .-1, 9-20) einen Amylosegehalt von maximal 89,14% (eotspricht 
344% des Wildtyps) und einen Phosphatgehalt der Starke, der maximal 522% 
desjenigen von Starke, isoliert aus entsprechenden Wildtyp-Pflanzen, entspricht Diese 
Starken zeigten in der RVA Analyse einen um maximal 237% gesteigerten Wert der 
Endviskositat. Des Weiteren zeigen Starkekdmer, die aus solchen Pflanzen Isoliert 

25 wurden, eine veranderte Starkekommorphologie, die sich dadurch auszeichnet, dass 
die Starkekomer in der IVIikroskopie unter polarisiertem Licht grofie Furchen im Zentrum 
des jeweiligen Koms aufwiesen. 

Daraus ergibt sich, dass dem Fachmann Pflanzenzellen und Pflanzen und von diesen 
30 synthetisierte Starken bekannt sind, welche einen erhdhten Amylose- und 
Phosphgatgehalt aufweisen, deren Endviskositat in der RVA Analyse jedoch nicht mehr 
als maximal 256% gegenuber nicht genetisch modifizierten Wildtyp Pflanzen erhdht ist 
Hohere Endviskositaten In der RVA Analyse konnten bisher nicht errelcht werden. 
Dieses ware jedoch wunschenswert, weil z.B. bei VenA/endung einer solchen Stake als 
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Dicicungs-, Gelier- Oder BIndemlttel weniger Feststoff an Starke eingesetztwerden muB. 
urn den gewunschten Effekt zu erzlelen. Dadurch kann z.B. die Menge an Zusatzstoffen 
In menschlichen und tierischen Nahmngsmittein, In die Gesundheit eriialtenden 
Produklen (Healthcare products) und Kosmetika reduziert werden. Aucli bei. dei^ 
5 Venwendung einer solchen Starke in Klebstoffen konnen geringere Mengen Starke 
eingesetzt werden, was zu einer Reduzierung der Kosten z.B. bei der Herstellung von 
Z.B. Papier, Pappe Oder Dammpiattenfiihrt. 

Der voriiegenden Erfindung llegt somit die Aufgabe zugrunde. Pflanzenzellen, Pflanzen 
und Starke aus entspredienden Pflanzenzellen bzw. Pflanzen zur Verfiigung zu stellen. 
10 die einen erholiten Amylosegehalt sowie ejnen ertiohten Phosphatgehalt und In der 
RVA Analyse eine urn mindestens 270% erhoiite Endviskositat und/oder eine erhohte 
Gelfestigkelt der gelatlnislerten StSrko und/oder eine veranderte Starkekommorphologie 
aufweisen . 

15 Diese Aufgabe wird durcii die Bereitstellung der in den Patentanspruchen bezeichneten 
Ausfuhrungsformen ge\6sX. 

Somit betrifft ein erster Aspekt der voriiegenden Erfindung eine Pflanzenzelle. die 
genetisch modifiziert 1st, wobei die genetische Modifikation zur Vemngemng der 

20 Aktivitat eines Oder mehrerer endogen in der Pflanzenzelle vorkommenden SSIII- 
Protelne und zur Verringeaing der Aktivitat eines oder mehrerer endogen in der 
Pflanzenzelle vorkommenden BEI-Protelne und zur Verringerung der Aktivitat eines 
Oder mehrerer endogen in der Pflanzenzelle vorkommenden BEII-Proteine fuhrt im 
Veigleich zu entsprechenden nicht genetisch modifizierten Pflanzenzellen von 

25 Wikltyppflanzen. 

Die genetische Modifikation kann dabei jede genetische Modifikatfon sein, die zu einer 
Veningerung der Aktivitat eines oder mehrerer endogen In der Pflanzenzelle 
vorkommenden SSIII-Proteine und zur Verringerung der Aktivitat eines oder mehrerer 
30 endogen in der Pflanzenzelle vorkommenden BEI-Proteine und zur Veningemng der 
Aktivitat eines oder mehrerer endogen in der Pflanzenzelle vorkommenden BEII- 
Protelne fuhrt im Vergleich zu entsprechenden nicht genetisch modifizierten 
Pflanzenzellen von Wildtyppflanzen. 
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Im Zusammenhang mit der Erfindung kann die genetische Modrfikation beispielsweise 
die Herstellung von erfindungsgemaden Pflanzenzellen durch Mutagenese eines Oder 
mehrerer Gene umfassen. Die Art der IVIutation ist dafiir unerhebiich, solange sie zu 
einer Reduktion der Aktivitdt eines SSIII-Proteins und/oder eines BEI-Proteins und/oder 
5 eines BEII-Proteins ftihrt. Unter dem Begriff „Mutagenese" soli im Zusammenliang mit 
der vorliegenden Erfindung jegliche Art von l\^utation verstanden werden, wie z.B. 
Deletionen, Punktmutationen (Nukleotidaustausche), Insertionen, Inversionen, 
Genkonversionen Oder Chromosomentransiokatfon. 

10 Die Mutation kann dabei durch den Einsatz cliemischer Agentien oder energierelcher 
Stralilung (z.B. Rdntgen-, Neutronen-, Gamma- UV-Straiilung) erzeugt werden. 
Agentien, die zur Erzeugung chemisch induzaerter IVIutationen eingesetzt werden 
konnen und die durch Einwirkung der entsprechenden IVlutagene dabei entstehenden 
Mutationen sind z.B. beschrieben bei Ehrenberg und Husiain, 1 981 , (l\/lutation Research 

IS 86. 1-113), l\^uller, 1972 (Biologisches Zentraiblatt 91 (1), 31-48). Die Erzeugung von 
Reismutanten unter VenA/endung von gamma Strahlen, Ethyl-l\/lethan-Sulfonat (Ei\^S), 
IM-methyl-N-Nitrosurea Oder Natriumazid (NaN3) ist z.B. beschrieben in Jauhar und 
Siddiq (1999, Indian Journal of Genetics, 59 (1). 23-28). bei Rao (1977. Cytologica 42. 
443-450), Gupta und Sharma (1990. Oryza 27, 217-219) und Satoh und Omura (1981, 

20 Japanese Joumai of Breeding 31 (3). 316-326). Die Erzeugung von Weizenmutanten 
unter Verwendung von NaNa bzw. Maleic hydrazide ist in Arora et al. (1992, Anals of 
Biology 8 (1), 65-69) beschrieben. Eine Obersicht zur Erzeugung von Weizenmutenten 
unter Verwendung von verschiedenen Arten energierelcher Strahlung und chemischer 
Agenzien ist in Scarascia-Mugnozza et al. (1993, IVIutation Breeding Review 10, 1-28) 

25 dargestelit. Svec et al. (1998, Cereal Research Communications 26 (4), 391-396) 
beschreibt die Anwendung von N-ethyl-N-Nitrosurea zur Erzeugung von Mutanten in 
Triticale. Die Verwendung von MIVIS und gamma-Strahlung zur Erzeugung von 
Hirsemutanten ist in Shashidhara et al. (1990, Joumai of Maharashtra Agricultural 
Universities 15 (1), 20-23) beschrieben. 

30 Die Herstellung von Mutanten in Pflanzenspezies. die sich hauptsachlich vegetativ 
vermehren. wurde z.B. fur KartofTeln, die eine verSnderte Starke produzieren 
(Hovenkamp-Henfnelink et al. (1987, Theoretical and Applied Genetics 75. 217-221) und 
iur Minze mit erhohtem Olertrag bzw. veranderter Olqualitat (Dwivedi et al., 2000, 
Joumai of Medicinal and Aromatic Plant Sciences 22, 460-463) beschrieben. Alle diese 
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Methoden sind grundsatzllch geelgnet. die erfindungsgemaUen Pflanzenzellen und die 
von ihnen produzierte Stake heizustellen. 

Das Auffinden von Mutationen in den entsprechenden Genen, insbesondere In Genen 
5 codierend ein BEI Protein und/oder ein BEII Protein und/oder ein SSIII Protein, Icann mit 
Hllfe von dem Fachmann bel<annten l\/lethoden geschehen. Insbesondere konnen 
hierzu Analysen, basier^nd auf Hybridisierungen mit Sonden (Southern Blot), der 
Amplifikatkan mittels Polymerasekettenreaktion (PGR). der Sequenzierung betreffender 
genomischer Sequenzen und die Suche nach einzelnen Nukleotidaustausclien 
10 angewandt warden. Elne Methode, urn IS/Iutationen anhand von Hybridlsiemngsmustem 
zu Identlflzieren, ist z.B. die Suche nach Restrlktfonsfiragment Langen-Unterschleden 
(Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP) (Nam et al.. 1989, The Plant Cell 1 . 
699-705; Leister and Dean. 1993. The Plant Joumal 4 (4). 745-750). Eine auf PGR 
baslerende Methode ist z.B. die Analyse von amplifizierlen Fragment 
15 Langenunterschieden (Amplified Fragment Length Polymorphism. AFLP) (GastigllonI et 
al.. 1998. Genetics 149. 2039-2056; Meksem et al., 2001. Molecular Genetics and 
Genomics 265, 207-214; Meyer et al., 1998. Molecular and General Genetics 259, 150- 
160). Auch die Venwendung von mit Restriktionsendonukleasen geschnittenen 
amplifizierten Fragmenten (Gteaved Amplified Polymorphic Sequences. GAPS) kann 
20 zur Identiflzlerung von Mutationen herangezogen werden (Konieczny und Ausubel, 

1993, The Plant Joumal 4, 403-410; Jarvis et al., 1994, Plant Molecular Biology 24. 
685-687; Bachem et al., 1996, The Plant Joumal 9 (5), 745-753). Methoden zur 

Ennlttlung von SNPs sind u.a. von Qi et al. (2001. Nucleic Acids Research 29 (22). 

el 16) Drenkard et al. (2000. Plant Physlotogy 124, 1483-1492) und Gho et al. (1999. 
25 Nature Genetics 23, 203-207) beschrieben worden. Insbesondere sind Methoden, die 

es erlauben, viele Pflanzen inneriialb kurzer Zeit auf Mutationen In bestimmten Genen 

hin zu untersuchen. geelgnet. Solch eine Methode, das sogenannte TILLING 

(Targetting Induced Local Lesions IN Genomes), ist von McGallum et al. (2000, Plant 

Physiology 123, 439-442) beschrieben worden. 

30 

Die Venwendung aller dieser Methoden Ist grundsatzllch im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung geelgnet 
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Hoogkamp et al. (2000, Potato Research 43. 179-189) haben stabile Mutanten in 
Kartoffel isoliert, die eine amylosefreie Starice enthaiten. Diese Pflanzen synthetisieren 
Icein aktives Enzym mehr fiir eine starl<elcomgebundene Starl<esynthase (GBSS I). 
Nacii emeuter IVIutagenese dieser Pflanzen Iconnten solche selektlert werden, die 
5 zusatzliciie I\/lutationen in Genen, die an der Starkebiosyntliese beteiligt sind, 
aufweisen. Dadurch kSnnten Pflanzen erzeugt werden, die Starke mit verbesserten 
Eigenschaften syntiietisieren. Nacli der entspreciienden Mettiode konnen auch die 
erfindungsgemafien Pflanzenzellen, die eine erfindungsgemdito StSrke produzieren, 
identifiziert und isoliert werden. 

10 

Weiterhin konnen die erfindungsgemallen Pflanzenzellen auch mit Hilfe von 
homologen, d.h. natQrIichenweise In den entsprechenden Pflanzenzellen enthaitenen, 
Transposons erzeugt werden. Ein detaiiierte Darstellung dieser Methode erfogt weiter 
unten. 

15 

Alle zuvor genannten Methoden sind grundsatziich dazu geeignet, erfindungsgemalie 
Pflanzenzellen und die von ihnen synthetisierte modiflzlerte Starke herzustellen. Daher 
sind Verfahren zur Herstellung genetisch modifizierter Pflanzenzellen, die eine 
modifizierte Starke synthetisieren, wobei diese StSrke dadurch gekennzeichnet ist. dass 
20 sie einen Amylosegehalt .von mindestens 30% enthalt, im Vergleich zu Starke aus 
entsprechenden nicht genetisch modiflzierten Wikltyp-Pflanzenzellen einen erhdhten 
Phosphatgehait aufweist und in der RVA Analyse im Vergleteh zu Starke aus 
entsprechenden nicht genetisch modiflzierten Wildtyp-Pflanzenzeilen eine erhohte 
Endviskositat aufweist. auch Gegenstand der vorliegenden Erflndung. 

25 

Ein welterer Aspelrt der vorliegenden Erflndung betrifft Verfahren zur Herstellung einer 
Pflanzenzelle, die eine modifizierte Starke synthetislert, umfassend die genetische 
IVIodifikatlon der Pflanzenzelle. wobei die genetische ly/lodifikation zur Verringerung der 
Aktivitat eines oder mehrerer endogen in der Pflanzenzelle vorkommenden SSIII- 
30 Proteine und zur Verringerung der Aktivit3t eines oder mehrerer endogen in der 
Pflanzenzelle vorkommenden BEI-Proteine und zur Veningerung der Aktivit§t eines 
Oder mehrerer endogen in der Pflanzenzelle vorkommenden BEII-Proteine fuhrt im 
Vergleich zu entsprechenden nicht genetisch modiflzierten Pflanzenzellen von Wildtyp- 
Pflanzen. 
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Noch ein welterer Aspekl der vorilegenden Erfindung betrifft Verfahren zur Herstellung 
einergenetisch modifizierten Pflanze. die eine modffizlerte Starke synthetfslert. wobei 
a) eIne Pflanzenzellewie vorstehend beschrleben hergestelltwlrd; 
5 b) aus Oder mit der gemali a) hergestellten Pflanzepzelle eine Pflanze regeneriert 
wird; und 

c) gegebenenfaiHs aus der gemali Schritt b) erzeugten Pflanze welters Pflanzen 
erzeugtwerden. 

10 Der Begriff "genetisch modiflzlert" bedeutet im Zusammenhang mit der vorliegenden 
Erfindung, dass die Pflanzenzelle in ihrer genetischen Infonnation verandert ist. 

Dabei weisenn die erflndungsgemaBen Pflanzenzellen eine Verringerung der Alctlvltat 
eines oder mehrerer endogen in der Pflanzenzelle vorkommenden SSIII-Proteine und 
15 eine Vemngemng der Aktivltat eines oder mehrerer endogen in der Pflanzenzelle 
vorkommenden BEI-Proteine und eine Verringerung der Alctivitat eines oder mehrerer 
endogen In der Pflanzenzelle vorkommenden BEII-Proteine auf im Vergleich zu 
entsprechenden nioht genetisch modifizierten Pflanzenzellen von Wildtyppflanzen. 

20 Die genetischen Modlfikationen zur Erzeugung der erfindungsgemalSen Pflanzenzellen 
konnen glelchzeltig oder In aufeinanderfolgenden Schritten erfblgen. Dabei kann jede 
genetische Modlfikation zur Venringerung der Aktlvit§t eines oder mehrerer SSIII- 
Proteine und/oder eines Oder mehrerer BEI-Proteine und/oder eines Oder mehrerer 
BEII-Protelne ftihren. Es kann sowohl von Wlldtjrp-Pfianzen bzw. -Pflanzenzellen 

25 ausgegangen werden. in denen noch keine vorherige genetische Modlfikation zur 
Vemngerung der Aktlvitat eines oder mehrerer SSIII-Proteine und/oder eines oder 
mehrerer BEI-Proteine und/oder eines oder mehrerer BEII-Proteine erfolgt Isi, oder von 
bereits genetisch modifizierten Pflanzenzellen bzw. Pflanzen. in denen bereits durch 
eine genetische Modlfikation die Aktivitat eines oder mehrerer SSIII-Proteine und/oder 

30 eines oder mehrerer BEI-Proteine und/oder eines oder mehrerer BEII-Proteine erfolgt 
Ist. Sowelt bereits von solchen genetisch modifizierten Pflanzen(zellen) ausgegangen 
wIrd, betreffen die welter durchgefuhrten genetischen Modifikatfonen vorzugswelse nur 
die Aktivltat Jewells eines oder mehrerer der noch nicht in Ihrer Aktivltat veningerten 
Proteine (SSIll, BEI bzw. BEII). 
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Beispielsweise zeigen genetisch modifizierte erfindungsgemaRe Pflanzenzellen eine 
Verringemng der Expression eines oder mehrerer endogen in der j^anzenzelie 
voikommenden SSIII-Gene und eine Verringemng der Expression eines oder mehrerer 
5 endogen in der Pflanzenzelle vorlcommenden BEI-Gene und eine Verringerung der 
Expression eines oder nfiehrerer endogen in der Pflanzenzelle vorl<ommenden BEII- 
Gene und/oder eine Verringerung der Al^tivitat jeweiis eines oder mehrerer der 
vorgenannten in der Pflanzenzelle vorkommenden Proteine im Vergleich zu 
entsprechenden nicht genetisch modifizierten Pflanzenzellen von Wildtyppflanzen. 

10 

Der Begriff "Venringerung der AktivitSt" bedeutet dabei im Rahmen der vorliegenden 
Erflndung eine Verringerung der Expression endogener Gene, die SSIIi-, BEi- und/oder 
BEII-Proteine codieren. und/oder eine Verringerung der l\/lenge an SSIII-, BEI- und/oder 
BEil-Protein in den Zellen und/oder eine Verringerung der enzymatischen AktivitSt der 
IS SSIII-, BEI- und/oder BEII-Proteine In den Zellen. 

Die Verringerung der Expression l<ann beispielsweise bestimmt werden durch |y/lessung 
der Menge an SSIII-, BEI- oder BEII-Proteinen codierenden Transkripten, z.B. durch 
Northem-Blot-Analyse oder RT-PCR. Eine Verringerung bedeutet dabei vorzugsweise 

20 eine Verringerung der Menge an Transkripten im Vergleich zu entsprechenden nicht 
genetisch modifizierten Zellen urn mindestens 50%, insbesondere um mindestens 70%, 
bevoizugt um mindestens 85% und besonders bevorzugt um mindestens 95%. 
Die Verringerung der Menge an SSIII-, BEI- und/oder BEII-Proteinen, die eine 
verringerte Aktlvitat dieser Proteine in den betreffenden Pflanzenzellen zur Folge hat, 

25 kann beispielsweise bestimmt werden durch immunologische Methoden wie Westem- 
Blot-Analyse, ELISA (Enzyme Linked Immune Sorbent Assay) oder RIA (Radio Immune 
' Assay). Eine Verringerung bedeutet dabei vorzugsweise eine Verringerung der Menge 
an SSIII-, BEI- und/oder BEIi-Protein im Vergleich zu entsprechenden nicht genetisch 
modifizierten Zellen um mindestens 50%, insbesondere um mindestens 70%. bevorzugt 

30 um mindestens 85% und besonders bevorzugt um mindestens 95%. 

Unter SSIII-Protein ist im Zusammenhang mit der voriiegenden Erfindung eine Klasse 
von loslichen Stari^esynthasen (ADPGIukose 1,4-aipha-D-glucan 4-alpha-D- 
giucosyltransferase; EG 2.4.1.21) zu verstehen. Ldsliche Starkesynthasen katalysieren 
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eine GlycosyliemngsreakHon, be! der Glukosereste des Substrates ADP-Glukose unter 
Bildung elner alpha 1 ,4-VerKnupfung auf alpha-1 .4-verknQpne Glukanketten ubertrageri 
werden. (ADP-Glukose + {(1 .4)-alpha-D-gIucosyl}(N) <=> ADP + {(1,4)-alpha-D- 
glucosylKN+1)). 

5 

Beschrieben sind SSIII Proteine zum Belsplel be! Marshall et al. (The Plant Cell 8; 
(1996); 1121-1135), LI et al. (2000, Plant Physiology 123. 613-624). Abel et al. (The 
Plant Journal 10(6): (1996): 981-991) und in WO 0066745. SSIII Proteine weisen haufig 
In ihrem Aufbau eIne Abfolge von Domanen auf. SSIII Proteine haben am N-Temninus 

10 ein SlgnalpepMd fOr den Transport in Plastiden. In RIchtung G-Tennlnus folgen eIne N- 
termlnale Region, eine SSIII speziflsche Region und eine katalytische Domane (LI et al.. 
2000, Plant Physfology 123, 613-624). Welters Analysen. baslerend auf 
Prlmarsequenzvergleichen (http://hits.lsb-sib.ch/cgi-bln/PFSCAN), ergaben. dass das 
SSIII Protein aus Kartoffel eine sogenannte Kohlenhydrat Bindedomane (CBM von 

15 Carbohydrate Binding Domain) aufweist. Diese Domane (Pfam IVIotiv cbm 25) umfasst 
die Aminosaren 377 bis 437 der in Seq ID Nr. 2 dargestellten Sequenz des SSIII- 
Proteins aus Kartoffel. Unter einem SSIII Protein sollen daher im Zusammenhang mit 
der vorilegenden Erfindung Starkesynthasen verstanden werden, die zu der in Seq ID 
Nr. 3 dargestellten Sequenz eine Identitat von mindestens 50% aufweisen. bevorzugt 

20 von mindestens 60%, besonders bevorzugt von mindestens 70%, welter bevoizugt von 
mindestens 80%, und Insbesondere von mindestens 90%. 

Unter dem Begriff Homologle bzw. Identitat soli die Anzahl der Obereinstlmmenden 
Aminosauren (Identitat) mIt anderen Proteinen, ausgedrOckt In Prozent verstanden 

25 werden. Bevorzugt wird die Identitat durch Verglelche der Seq. ID Nr. 3 zu anderen 
Proteinen mit Hilfe von Computerprogrammen ermittelt. Weisen Sequenzen. die 
miteinander verglichen werden, unterschiedliche Langen auf, ist die Identitat so zu 
erm'rtteln, dass die Anzahl an Aminosauren, welche die kiirzere Sequenz mit der 
Idngeren Sequenz gemelnsam hat, den prozentualen Anteil der Identitat bestimmt. Die 

30 Identitat kann standardmaiilg mittels bekannten und der Offentllchkeit zur Verfugung 
stehenden Computerprogrammen wie z.B. ClustalW (Thompson et al.. Nucleic Acids 
Research 22 (1994), 4673-4680) enmittelt werden. ClustalW wird offentlch zur 
VerfUgung gestellt von Julie Thompson (Thompson@EMBL-Heidelberg.DE) und Toby 
Gibson (Glbson@EMBL-Heldelberg.DE), European Molecular Biology Laboratory, 
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Meyerhofstrasse 1. D 69117 Heidelberg. Germany. ClustelW kann ebenfalls von 
verschiedenen Intemetseiten, u.a. beim IGBMC (Institut de G^ndtique et de Biologie 
Mol^culaire et Cellulaire, B.P.163. 67404 lllkirch Cedex, France; ftp://ftp-lgbmc.u- 
strasbg.fr/pub/) und beim EBI (ftp://ftp.ebl.ac.ul</pub/software/) sowie bei alien 
5 gesplegeiten Intemetseiten des EBI (European Bioinformatics institute, Wellcome Trust 
Genome Campus, Hinxton, Cambridge CB10 1SD, UK), heruntergeladen werden. 
Wenn das ClustalW Computerprogramm der Version 1.8 benutzt wird, um die Identitat 
zwischen z.B. dem Referenzprotein der vorliegenden Amneidung und anderen 
Protelnen zu bestimmen. sind folgende Parameter einzustellen: KTUPLE=1, 

10 TOPDIAG=5, WINDOW=5, PAIRGAP=3, GAPOPEN=10. GAPEXTEND=0.06. 
GAPDIST=8, MAXDIV=40, IVIATRIX=GONNET, ENDGAPS(OFF), NOPGAP, NOHGAP. 
Eine Mdglichkeit zum Auffinden von ahnlichen Sequenzen, ist die Durchfuhrung von 
Sequenzdatenbanlcrecherchen. IHierbei wird eine Oder werden melirere Sequenzen als 
sogenannte Abfrage (= query) vorgegeben. DIese Abfragesequenz wird dann mittels 

IS statistischien Computerprogrammen mit Sequenzen, die in den ausgewahlten 
Datenbanken enthalten sind, verglichen. Solctie Datenbankabfragen (blast searciies) 
sind dem Faciimann bekannt und konnen bei verschiedenen Anbietern durciigefuhrt 
werden. Wird eine solche Datenbankabfirage z.B. beim NCBI (Rational Renter for 
Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) durchgefuhrt, so sollen die 

20 Standardeinstellungen, die fuc die jeweillge Vergleichsanfrage vorgegeben sind. benutzt 
werden. FQr Proteinsequenzvergleiche (blastp) sind dieses folgende Einstellungen: 
Limit entrez - nicht aktiviert; Filter » low compexity aktiviert; Expect value = 10; word 
size = 3; Matrix = BLOSUM62; Gap costs: Existence = 11, Extension = 1. Als Ergebnis 
einer solchen Abfrage werden net)en anderen Parametem auch der Antell an Identitat 

25 zwischen der Abfragesequenz und den in den Datenbanken aufgefundenen ahnlichen 
Sequenzen dargestellt. 

Unter einem SSIII Protein sollen daher im Zusammenhang mit der vorliegenden 
Erfindung Starkesynthasen verstanden werden. die bei der VenA^endung mindestens 
einer der vorstehend beschriebenen Methoden zur Identitatsbestimmung zu der in Seq 
30 ID Nr. 3 dargestellten Sequenz eine identitSt von mindestens 50% aulweisen, 
bevorzugt von mindestens 60%, besonders bevorzugt von mindestens 70%. welter 
bevorzugt von mindestens 80%, und Insbesondere von mindestens 90%. 
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Unter dem Begriff SSlll-Gen soil irti Rahmen der voriiegenden Erfindung ein 
NuklelnsauremolekQI (DNA, cDNA, RNS) verstanden werden» welches eIn SSIII-Proteln. 
vorzugswelse aus Kartoffel, codiert. Nuklefnsauremolekule codierend fur ein SSIII- 
Protein sind fur verschledene Pflanzenspezies wie z.B. Kartoffel (Abel et al., The Plant 
5 Journal 10(6); (1996); 981-991), Weizen (WO 00/66745. Li et al., 2000, Plant 
Physiology 123, 613-624; Genbank Acc. No AF258608; Genbank Acc. No AF258609), 
Mais (Gao et al., 1998, Plant Cell 10 (3), 399-412; Genbank Acc. No AF023159), Vignia 
(Genbank Acc. No AJ225088), Reis (Genbank Acc. No AY1 00469; Genbank Acc. No 
AF43291 ) und Arabidopsis (Genbank Acc. No ACX)07296) beschrieben.. 

10 

\m Rahmen der voriiegenden Erfindung wind unter dem Begriff .Branching Enzyme" 
Oder „BE-Protein" (a-1 ,4-Glucan: a-1,4-Glucan 6-Glycosyltransferase, E.C. 2.4.1.18) ein 
Protein verstanden, das eine Transglycosylierungsreaktlon katalyslert, in der ar1,4- 
Verkniipfungen eines a-1 ,4-Glucandonors hydrolysiert und die dabei freigesetzten a- 
15 1,4-Glucanketten auf eine a-1 ,4-Glucanakzeptorkette transferiert und dabei in a-1,6- 
Verknupflingen uberfuhrt werden. 

Unter dem Begriff "BEI-ProteIn" soil im Zusammenhang mit der voriiegenden Erfindung 
ein Verzweigungsenzym (branching enzyme = BE) der Isoform I verstanden werden. 

20 Vorzugsweise stammt das BEI-Protein aus Kartoffeipflanzen. 

Die Bezeichnung der Isofbmien lehnt dabei an der von Smith-White und Preiss 
vorgeschlagenen Nomenklatur an (Srtilth-White und Preiss, Plant Mol Biol. Rep. 12, 
(1994), 67-71, Larsson et al., Plant Mol Biol. 37, (1998). 505-511). Diese Nomenklatur 
geht davon aus, dass alle Enzyme, die zum BEI-Protein aus Mais (GenBank Acc. No. 

25 D11081; Baba et al.. Biochem. Blophys. Res. Commun. 181 (1), (1991). 87-94; Kim et 
al. Gene 216, (1998). 233-243) eine hohere Homologie (Identitat) auf Aminosaureebene 
auiweisen als zum BEII-Protein aus Mais (Genbank Acc. No AF072725 . U65948). als 
Branching. Enzyme der Isofonn I Oder kurz als BEI-Protelne bezeichnet werden. 

30 Unter dem Begriff „BEII-Protein" soil Im Zusammenhang mit der voriiegenden Erfindung 
ein Verzweigungsenzym (branching enzyme = BE) der Isoform II verstanden werden. 
Vorzugsweise stammt dieses aus Kartoffeipflanzen. Im Zusammenhang mit der 
voriiegenden Erfindung sollen alle Enzyme, die auf Aminosaureebene zum BEII-Protein 
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aus Mais (Genbank Acc. No AF072725. U65948) eine hdhere Homologie (Identitat) 
aufweisen ais zum BEI-Protein aus Mais (Genbank Acc. No. D 11081, AF 072724 ), als 
BEII-Proteln bezeichnet werden. 

5 Unter dem Begriff „BEI-Gen" soil im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung ein 
NuklelnsauremolekGI (cDNA. DNA) verstanden werden. das ein ..BEI-Protein", 
vorzugsweise ein BEI-Protein aus Kartoffelpflanzen, codiert. Derartige 
NukleinsSuremolekQIe sind fOr zahlreiche Pflanzen beschrieben worden, beispielsweise 
fur Mais (Genbank Acc. No. D 11081. AF 072724). Reis (Genbank Acc. No. D11082). 

10 Erbse (Genbank Acc. No. X80010) und Kartoffel. Verschiedene Formen des BEI-Gens 
bzw. des BEI-Proteins aus Kartoffel wurden beispielsweise beschrieben bei Khosiinoodi 
et al.. Eur. J. Blochem. 242 (1), 148-155 (1996), Genbank Acc. No. Y 08786 und be! 
. Kossmann et a!., Mol. Gen. Genet. 230, (1991), 39-44). In Kartoffelpflanzen wird das 
BEI-Gen hauptsachlich in den Knollen und kaum in den Blattem exprimiert (Larsson et 

15 al., Plant Mol. Biol. 37, (1998), 505-511). 

Unter dem Begriff nBEII-Gen" soil im Zusammenhang mit der voriiegenden Erfindung 
ein Nukleinsauremolekul (z.B. cDNA. DNA) verstanden werden, das ein .BEIi-Protein" 
codiert, vorzugsweise ein BEII-Protein aus Kartoffelpflanzen. Derartige 

20 Nuklelns3uremolekQle sind fur zahlreiche Pflanzen beschrieben worden, beispielsweise . 
fur Kartoffel (GenBank Acc. No. AJ000004, AJ011888. AJ011889, AJ011885. 
AJ011890, EMBL GenBank A58164), Mais (AF 072725, U65948), Gerste (AF064561), 
Reis (D16201) und Weizen (AF 286319). In Kartoffelpflanzen wird das BEII-Gen 
hauptsachlich in den BI3ttem und kaum in den Knollen exprimiert (Larsson et al.. Plant 

25 Mol. Biol. 37. (1998). 505-511). 

Der Begriff "transgen" bedeutet in diesem Zusammenhang, dass die 
erfindungsgemaRen Pflanzenzellen aufgrund der Einfuhrung eines fremden 
NukleinsauremolekQIs oder mehrerer fremder Nukleinsauremolekulein die Zelle in ihrer 
30 genetischen Infomnation von entsprechenden nicht genetisch modifizierten 
Pflanzenzellen abweichen. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der voriiegenden Erfindung besteht die genetische 
Modifikation der erfindungsgemdiien transgenen Pflanzenzelle in der EinfQhrung eines 
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Oder mehrerer fremder NukleinsauremolekQIe, deren Vorhandensein und/oder 
Expression zur Verringerung der Aktivitat von SSIIl-und BEI- und BEII-Protefnen fQhrl 
im Verglelch zu entsprechenden nicht genetisch modlfizlerten Pflanzenzellen von 
Wlldtyppflanzen. Im speziellen versteht man unter dem Begriff der genetischen 
5 Modifikation das Einbringen von homologen und/oder heterologen und/oder 
mutagenisierten fremden NuklelnsaOremolekulen In eine Pflanzenzelle, wobel besagtes 
Einbringen dieser Molekule zur RedukBon der Akllvltat eines SSIII-Proteins und/oder 
eines BEl-Proteins und/oder BEII Proteins fuhrt. 

10 Unter dem Begriff "fremdes Nuklelnsauremolekul" bzw. ..fremder 
Nukleinsauremolekiiie" versteht man Im Zusammenhang mit der vorllegenden Erflndung 
ein solclies Molekul, das entweder naturlicherweise in entsprechenden Pflanzenzellen 
nicht vorkommt, oderdas in der konkreten raumlichen Anordnung nicht naturiicherwelse 
in den Pflanzenzellen vorkommt oder das an einem Ort im Genom der Pflanzenzelle 

15 tokalisiert ist, an dem es naturiicherwelse nicht vorkommt. Bevorzugt ist das fremde 
NuWeins^uremolekul ein rekomblnantes Molekul, das aus verschiedenen Elementen 
besteht, deren Kombination oder spezlflsche raumllche Anordnung naturlichenweise In 
pflanzllchen Zellen nicht auftritt 

Bel dem bzw. den zur genetischen Modifikation venwendeten fremden 
20 Nukleins§uremolekQI(en) kann es sich um ein zusammengefugtes oder mehrere 
getrennte Nukleinsauiekonstrukte handein, Insbesondere sogenannte Einfach-. 
Zweifach- und Drelfechkonstaikte. So kann das fremde Nuklelnsauremolekul 
beispielsweise ein sogenanntes "Drelfachkonslrukt" sein, woninter man einen einzigen 
Vektor zur Pflanzentransfomiatlon versteht, der sowohl die genetische Information zur 
25 Inhlbierung der Expression eines oder mehrerer endogener SSIII-Gene als auch zur 
Inhibierung der Expression eines oder mehrerer BEI- und eines oder mehrerer BEII- 
Gene enthalt oder dessen Vorhandensein bzw. dessen Expression zur Veningerung 
der Aktlvitdt eines oder mehrerer SSIII-, BEI- und BEII-Protelne fiihrt. 

30 In einer weiteren Ausfiihrungsfbrni kann das fremde Nuklelnsauremolekul ein 
sogenanntes „Doppelkonstmkt" sein. worunter man einen Vektor zur 
Pflanzentransformatlon versteht, der die genetische Information zur Inhibierung der 
Expression von zwei der drel Zielgene (SSIII-, BEI-. BEII-Gen) enthalt oder dessen 
Vorhandensein bzw. dessen Expression zur Ven-ingerung der Aktivitat von zwei der drei 
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Zielproteine (SSIII-, BEK BEIi-Pnoteine) fuhrt. Die Inhibierung der Expression des 
drltten Zielgens und/oder die Verringerung der Aktivitat des dritten Zielproteins erfolgt In 
dieser Ausfuhrungsform der Erfindung mit Hilfe eines gesonderten fremden 
Nul<leinsauremolekuls, das die entsprechende genetisclie Information zur Inhibierung 
5 dieses dritten Zielgens enthait. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung wird in das Genom der Pflanzenzelle 
nicht ein Dreifachi<onstrukt, sondem es werden mehrere unterschiedliche fremde 
Nukleinsauremolekule eingefuhrt. wobei eines dieser fremden Nukleinsauremolekule 

10 beispielsweise ein DNA-Molekul ist, das z.B. ein Cosuppressions-Konstrukt darsteilt, 
das eine Vem'ngerung der Expression von einem oder mehreren endogenen SSIII- 
Genen bewirkt, und ein weiteres fremdes Nukleinsauremolekul ein DNA-Moiekul ist, das 
Z.B. eine antisense-RNA codiert, die eIne Verringerung der Expression von einem oder 
mehreren endogenen BEi- und/oder BEII-Genen bewirkt. Grundsatzlich ist bel der 

IS Konstruktion der fremden Nukleinsauremolekule aber auch die Verwendung jeder 
Kombination aus antisense*. cosuppressions-, Ribozym- und doppelstrangigen RNA 
Konstrukten oder in*vivo-*Mutagenese geeignet, die zu einer gleichzeitigen Verringerung 
der Genexpression endogener Gene fQhrt, die fur ein oder mehrere SSIIi-*, BEI- und 
BEII-Proteine codieren, oder die zu einer gleichzeitigen Vem'ngerung der Aktivitat eines 

20 Oder mehrerer SSIII-. BEI- und BEII-Proteine fuhrt. . . 

Die fremden Nukleinsauremolekule konnen hiert)ei zeitgleich („Cotransformation") oder 
auch nacheinander, d.h. zeitlich aufeinanderfolgend (^Supertransformation") in das 
Genom der Pflanzenzelle eingefuhrt werden. 

25 Die fremden Nukleinsauremolekule konnen auch In verschiedene Indlviduelle Pflanzen 
einer Spezles eingefuhrt werden. Es konnen dabei Pflanzen erzeugt werden, bei 
welchen die Aktivitat von einem Zielprotein oder zwei Zieiproteinen (BEI. BEII, SSIIl) 
reduziert ist. Durch anschlie&endes Kreuzen konnen dann Pflanzen erzeugt werden, bei 
welchen die Aktivitat alier drei Zielproteine reduziert 1st. 

30 

Weiterhin kann zur Einfuhrung eines fremden Nukleinsauremolekuls bzw. zur 
Erzeugung der erfindungsgemaHen Pflanzenzellen oder Pflanzen anstelte einer Wildtyp 
Pflanzenzelle bzw. -Pflanze eine Mutante, die sich dadurch auszeichnet, dass sie 
bereits eine verminderte Aktivitat fiir eines oder mehrerer Zielproteine (BEI, BEll, SSIIl) 
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aufweist, herangezogen wertlen. Bei den Mutanten kann es sich sowohl urn spontan 
auftretende Mutanten, als auch urn solche handeln. die durch den gezielten Einsatz von 
Mutagenen erzeugt wurden. Moglichkeiten zur Erzeugung von solchen Mutanten sind 
welter oben beschrieben worden. 

5 

Die erfindungsgemallen Pflanzenzeilen und deren Stdrlce konnen durch die 
Verwendung der sogenannten insertionsmutagenese (Oberslchtsartikel: Thomeycroft et 
al., 2001, Journal of experimental Botany 52 (361), 1593-1601) hergestellt werden. 
Unter Insertionsmutagenese ist Insbesondere das Inserieren von Transposons oder 
10 sogenannter transfer DNA (T-DNA) in ein Gen codierend fur ein BEI Protein und/oder 
BEII Protein und/oder ein SSIII Protein zu verstehen, wobei dadurch die Aktivitat der 
besagten Proteine in der betreffenden Zelle reduziert wird. 

Bei den Transposons kann es sicli dabei sowohl um solche handeln, die In der Zelle 

15 naturlicherwelse vorkommen (endogene Transposons), als auch um solche, die 
naturlicherweise nicht in besagter Zelle vorkommen, sondem mittels gentechnischer 
Methoden, wie z.B. Transfomiation der Zelle, in die Zelle eingefQhrt wurden (heterologe 
Transposons). Die Ver§nderung der Expression von Genen mittels Transposons ist 
dem Fachmann bekannt Eine Obersicht fiber die Nutzung von endogenen und . 

20 heterologen Transposons als Werteeuge in der Pflanzenbiotechnologoie ist in. 
Ramachandran und Sundaresan (2001, Plant Physiology and Biochemistry 39, 234- 
252) dargestelK. Die Mdglichkeit, Mutanten zu Identifizieren, bei welchen spezifische 
Gene durch Transposoninsertionsmutagenese inaktiviert wurden, ist in einer Clt>ersicht 
von Maes et al. (1999. Trends in Plant Science 4 (3), 90-96) dargestellt. Die Erzeugung 

25 von Reismutanten mit Hilfe endogener Transposons ist von Hirochika (2001, Current 
Opinion in Plant Biology 4, 118-122) beschrieben. Die Identifizierung von Maisgenen, 
mit Hilfe endogener Retrotransposons wird z.B. von Hanley et al. (2000, The Plant 
Journal 22 (4), 557-566) dargestellt. Die Mdglichkeit Mutanten mit Hilfe von 
Retrotransposons herzustellen und Methoden. Mutanten zu identifizieren, sind von 

30 Kumar und Hirochika (2001, Trends In Plant Science 6 (3), 127-134) beschrieben. Die 
Aktivitat von heterobgen Transposons In unterschiedlichen Spezies, ist sowohl fur 
dikotelydone, als auch fiir monkotyledone Pflanzen beschrieben worden: z.B. fur Reis 
(Greco et al., 2001, Plant Physiology 125, 1175-1177; Liu et al., 1999, Molecular and 
General Genetics 262, 413-420; HiroyukI et al., 1999, The Plant Journal 19 (5), 605- 
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613; Jeon und Gynheung, 2001. Plant Science 161, 211-219), Gerste (2000, Koprek et 
al.. The Plant Journal 24 (2). 253-263) Arabidopsis thaliana (Aarts et al., 1993. Nature 
363, 715-717. Schmidt und Willmitzer, 1989, Molecular and General Genetics 220, 17- 
24; Altmann et al., 1992, Theoretical and Applied Gentles 84. 371-383; TIssier et al.. 
5 1999, The Plant Cell 11, 1841-1852), Tomate (Belzlle und Yoder, 1992, The Plant 
Journal 2 (2), 173-179) und Kartoffel (Fray et al., 1989, Molecular and General Genetics 
217, 172-177; Knapp et al.. 1988, Molecular and General Genetics 213, 285-290). 

Gnjndsatzllch kdnnen die erflndungsgemaUen Pflanzenzellen und Pflanzen und die von 
10 Ihnen produzlerte Starke sowohl nnit Hllfe homologer, als auch heterologer Transposons 
hergestellt werden, wobei unter Verwendung von homologen Transposons auch solche 
zu verstehen sind. die berelts naturlichenA^else Im Pflanzengenom vorhanden sind. 

Die T-DNA Insertlonsmutagenese beruht darauf. dass bestimmte Abschnitte (T-DNA) 

15 von Tl-Plasmiden aus Agrobacterium }n das Genom von pfianzlichen Zellen integrleren 
kdnnen. Der Ort der Integration in das pflanzliche Chromosom ist dabei nicht festgelegt, 
sondem kann an jeder bellebigen Stelle erfolgen. Integrlert die T-DNA In einen 
Abschnitt des Chromosoms, der eine Genfuktion darstellt, so kann dieses zur 
VerSnderung der Genexpresston und damit auch zur Anderung der Aktivltat eines durch 

20 das betreffende Gen codlerte Protein fOhren. Insbesondere fuhrt die Integration einer T- 
DNA in den codierenden Bereich eInes Proteins h3ufig dazu, dass das entsprechende 
Protein von der betreffenden Zelle gar nicht mehr oder nicht mehr in aktiver Fpnn 
synthetislert werden kann. Die Verwendung von T-DNA Insertionen zur Erzeugung von 
Mutanten ist z.B. fiir Arabidopsis thaliana (Ktysan et al.. 1999, The Plant Cell 1 1 . 2283- 

25 2290; Atlpiroz-Leehan und Feldmann. 1997. Trends in genetics 13 (4), 152-156; 
Parinov und Sundaresan, 2000, Current Opinion in Biotechnology 11, 157-161) und 
Rels (Jeon und An, 2001, Plant Science 161, 211-219; Jeon et al., 2000. The Plant 
Journal 22 (6), 561-570) beschrieben. Methoden zur Identifiziemng von Mutanten. die 
mit IHIIfe der T-DNA insertlonsmutagenese erzeugt wurden. sind u.a. beschrieben von 

30 Young et al.,(2001 , Plamt Physiology 1 25, 51 3-51 8), Parinov et al. (1 999. The Plant cell 
11, 2263-2270), Thomeycrofl et al. (2001, Journal of Experimental Botany 62, 1593- 
1601). und McKlnney et al. (1995. The Plant Joumal 8 (4),61 3-622). 
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Die T-DNA Mutagenese 1st grundsatzHch zur Erzeugung der erflndungsgemaBen 
Pflanzenzelien und der von diesen produzierten Starke geeignet. 

In einer weiteren Ausfuhmngsform der voriiegende Erfindung fuhrt das Vorhandensein 
und/oder die Expression eines oder mehrerer fremder Nukleinsauremoiel<ule zur 
Inhlbieaing der Expression von endogenen Genen, die SSIII-Protelne, BEI-Protelne und 
BEII-Proteine codieren. 

Die Herstellung erfindungsgemaHer Pflanzenzelien kann durchi verschledene, dem 
Fachmann bekannte Verfahren erzlelt werden, z.B. durch solche, die zu einer 
Inhiblerung der Expression endogener Gene fdhren, die ein SSIII-, BEI- bzw. BEII- 
Proteln oodieren. Hierzu zahlen belspielswelse die Expression einer entsprechenden 
antisense-RNA. oder eInes doppelstrangigen RNA Konstruktes. die Bereitstellung von 
Molekuien oder Vektoren, die einen Cosuppresslonseffekt vermittein, die Expression 
eines entsprechend konstruierten Ribozyms, das spezlfisch Transkripte spaltet, die ein 
SSIII-, BEI- bzw. BEII-Protein codieren, oder die sogenannte "In-vivo-Mutagenese". 
Femer kann die Verringerung der SSIll- und/oder der BEI- und/oder der BEIi-Aktiyit§t in 
den Pflanzenzelien aucli durch die simultane Expression von sense und antlsense RNA 
Molekuien des jeweiligen zu reprimlerenden Zielgens, vorzugsweise des SSIIi- 
und/oder des BEI- und/oder des BEil-Gens, hervorgerufen werden. DIese Methoden- 
sind dem Fachmann gelaufig. 

DarObertiinaus ist bekannt, dass in planta die Blidung von doppelstrangigen RNA- 
Molekulen von Promotorsequenzen in trans zu einer Methylierung und einer 
transkriptionellen inaktivierung homologer Kopien dieses Promotors fuhren kann (Mette 
et al.. EMBO J. 19. (2000). 5194-5201). 

Weltere Verfahren zur Veningerung der Aktivitat von Proteinen werden welter unten 
beschrieben. 

Alle diese Verfahren basieren auf der Einfuhrung eines firemden oder mehrerer fremder 
Nukleinsauremolekuie in das Genom von i=>flanzenzellen. 

Zur Inhibierung der Genexpression mittels antlsense- oder cosuppressions-Technoiogie 
kann beispielswelse ein DNA-MolekQI venwendet werden, das die gesamte fur ein SSI II- 
und/oder BEI- und/oder BEil-Protein codierende Sequenz einschlielilich eventuell 
vorhandener flanklerender Sequenzen um^iit, als auch DNA-MolekOIe, die nur Telle 
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der codierenden Sequenz umfassen, wobei diese Telle lang genug sein miissen. um in 
den Zellen einen antisense-Effekt bzw. cosuppresslons-Effekt zu bewirken. Geeignet 
sind im atlgemelnen Sequenzen bis zu einer MIndestlange von 15 bp, vorzugsweise 
einer Lange von 100-500 bp, fur eine effiziente antlsense- bzw. cosuppressions- 
5 Inhibition insbesondere Sequenzen mit einer Lange uber 500 bp. 

Fur antlsense- Oder cosuppressions-AnsStze geeignet 1st auch die VenArendung von 
DNA-Sequenzen, die einen hohen Grad an Homologie zu den endogen in der 
Pfianzenzelle vorkommenden Sequenzen haben. die SSIIi-, BEI- bzw. BEII-Proteine 
10 codieren. Die minimaie t-iomologie sollte groRer ais ca. 65 % sein. Die Verwendung von 
Sequenzen mit Homologlen von mindestens 90%, insbesondere zwisciien 95 und 100% 
1st zu bevorzugen. 

Femer ist zur Erzielung eines antisense- oder eines cosuppressions-Effektes aucli die 
IS Verwendung von Introns, d.h.- von niclit-codierenden Bereiclien von Genen, die fUr 
SSIII-, BEI- und/oder BEIi-Protelne codieren. denki>ar. 

Die Verwendung von Intron-Sequenzen zur inhibierung der Genexpression von Genen, 
die fQr Proteine der Starkeblosynthese codieren, wurde t)eschrleben In den 
intemationalen PatentanmeMungen WO97/04112. WO97/04113. W098/37213. 

20. W098/37214. 

Dem Fachmann Ist bekannt, wie er einen antisense- und einen cosuppressions- Effekt 
er^elen kann. Das Verfahren der cosuppressions-lnhibierung wurde beispielsweise 
beschrieben in Jorgensen (Trends Blotectinoi. 8 (1990), 340-344), NIebei et al., (Curr. 
Top. IVIicroblol. Immunol. 197 (1995), 91-103). Flavell et al. (Cun-. Top. i\/licroblol. 

25 Immunol. 197 (1995), 43-46). Palaqui und Vaucheret (Plant. Moi. Biol. 29 (1995), 149- 
159), Vaucheret et al., (Mol. Gen. Genet. 248 (1995), 311-317), de Borne et al. (Moi. 
Gen. Genet. 243 (1 994), 61 3-621 ). 

Auch die Expression von Ribozymen zur Verringerung der AlctivitSt von bestimmten 
30 Enzymen in Zeilen ist dem Fachmann bekannt und ist t)eispieisweise beschrieben in 
EP-B1 0321201. Die Expression von Ribozymen In pflanziichen Zellen wurde z.B. 
beschrieben in Feyter et al. (Mol. Gen. Genet. 250, (1996), 329-338). 
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Femer kann die Verringemng der SSIII- und/oder der BEI- und/oder der BEII-Aktfvitat In 
den Pflanzenzellen auch durch die sogenannte "in vivo-Mutagenese" errelcht warden, 
bei der durch Transfomriation von Zellen ein hybrides RNA-DNA-OiigonucleotId 
("Chimeroplast") in Zellen eingefuhrt wird (Kipp, P.B. et al., Poster Session beim " 5* 

5 International Congress of Plant Molecular Biology. 21 .-27. September 1 997, Singapore; 
R. A. Dixon und C.J. Amtzen, Meeting report zu "Metabolic Engineering in Transgenic 
Plants", Keystone Symposia. Copper Mountain, CO, USA. TIBTECH 15, (1997), 441- 
447; Internationale Patentanmeldung WO 9515972; Kren et a!., Hepatology 25, (1997), 
1462-1468; Cole-Strauss et al.. Science 273, (1996). 1386-1389; Beetham et al., 1999. 

10 PNAS 96, 8774-8778). 

Ein Teil der DNA-Komponente des RNA-DNA-Oligonucleotids 1st homolog zu einer 
Nukleinsauresequenz eines endogenen SSI II-, BEI- und/oder BEII-Gens. welst jedoch 
im Vergleich zur Nukleinsauresequenz eines endogenen SSIII-. BEI- und/oder BEII- 
Gens eine Mutation auf oder enthalt eine heterologe Region, die von den liomologen 

15 Regionen umschlossen ist. 

Durch Basenpaarang der homologen Regionen des RNA-DNA-Oligonucleotids und des 
endogenen Nuklelnsauremolekuls. gefolgt von homologer Rekombination. kann die in 
der DNA-Komponente des RNA-DNA-Ollgonucleotids enthaitene Mutation oder. 
heterologe Region in das Genom eIner Pflanzenzelle ubertragen wenlen. Dies fiihrt zu 

20 einer Verringemng der Aktivitat eines oder mehrerer SSIII-, BEI- und/oder BEIIr 
Protelne. 

Femer kann die Verringemng der SSIII- und/oder der BEI- und/oder der BEII-AktivltSt in 
den Pflanzenzellen auch durch die simultene Expression von sense und antisense RNA 
Molekiilen des jeweiligen zu reprimierenden Zlelgens, vorzugswelse des SSIII- 

25 und/oder des BEI- und/oder des BEII-Gens. hervorgerufen werden. 

Dies kann beisplelsweise durch die Verwendung von chimaren Konstmkten errelcht 
werden, die „lnverted repeats" des jeweiligen Zielgens oder Teilen des Zielgens 
enthalten. HIerbel codieren die chimaren Konstmkte fur sense und antisense RNA 
Molekule des jeweiligen Zielgens. Sense und antisense RNA werden in planta 

30 glelchzeltig als ein RNA-Molekul synthetisiert, wobei sense und antisense RNA durch 
einen Spacer voneinander getrennt sein und ein doppelstrangfges RNA-MolekQI bilden 
konnen. 

Es konnte gezeigt werden, dass die EInfOhmng von Inverted-repeat-DNA-Konstmkten In 
das Genom von Pflanzen eine sehr efHziente Methode ist, um die zu den inverted- 
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repeat-DNA-Konstaikten korrespondierenden Gene zu reprimieren (Waterhouse et al., 
Proc. Natl. Acad; Sci. USA 95, (1998), 13959-13964; Wang and Waterhouse. Plant Mol. 
Biol. 43, (2000), 67-82;Slngh et al., Biochemical Society Transactions Vol. 28 part 6 
(2000), 925- 927; Liu et al., Biochemical Society Transactions Vol. 28 part 6 (2000), 
5 927-929); Smith et al., (Nature 407. (2000). 319-320; intemationale Patentanmeldung 
WO99/53050 A1). Sense und antisense Sequenzen des Zielgens bzw. der Zieigene 
konnen auch getrennt voneinander mitteis gleicher oder unterschiedlicher Promotoren 
exprimiert werden (Nap. J-P et al, 6**^ Intemational Congress of Plant Molecular Biology. 
Quebec, 18.-24. Juni, 2000; Poster S7-27. Vortrag Session S7). 

10 

Die Veningerung der SSIII^ und/oder der BEI- und/oder der BEII-Aktivitat in den 
Pflanzenzellen kann somit auch durch die Erzeugung doppelstranglger RNA-Molekule 
von SSIII- und/oder BEI- und/oder BEII-Genen erreicht werden. Vorzugsweise werden 
hierzu .inverted repeats" von DNA-Molekulen von SSIII- und/oder BEI- und/oder BEII- 
15 Genen oder -cDNAs in das Genom von Pflanzen eingefuhrt, wobei die zu 
transkribierenden DNA-Molekule (SSIII-, BEI- oder BEII-Gen oder -cDNA oder 
Fragmente dieser Gene oder cDNAs) unter Kontrolle eines Promoters stehen, der die 
Expression besagter DNA-Molekule steuert. 

20 Daruberhinaus ist bekannt, dass die Bildung von doppelstranglgen RNA-Molekulen 

von Promotor-DNA-Molekulen in Pflanzen in trans zu einer Methylierung und einer 
transkriptionellen Inaktivierung homologer Kopien dieser Promotoren fiihren kann, die 
im folgenden als Zielpromotoren bezeichnet werden sollen (Mette et al.. EMBO J. 19. 
(2000), 5194-5201). 

25 Uber die Inaktivierung des Zielpromotors ist es somit mogllch, die Genexpression eines 
bestimmten Zielgens (z.B. SSIII. BEI oder BEII-Gen), das naturiichenveise unter der 
Kontrolle dieses Zielpromotors steht. zu verringem. 

D.h., die DNA-Molekule. die die Zielpromotoren der zu reprimierenden Gene (Zieigene) 
umfassen. werden in diesem. Fall, im Gegensatz zur ursprunglichen Funktlon von 
30 Promotoren In Pflanzen, nicht als Steuerelemente zur Expression von Genen oder 
cDNAs, sondem selbst als transkribiert>are DNA-Molekule verwendet. 
Zur Erzeugung der doppelstranglgen Zielpromotor-RNA-l\^lekQle in planta, die dort als 
RNA-Haamadel-Molekule (RNA hairpin) vorliegen konnen, werden vorzugsweise 
Konstrukte verwendet, die .inverted repeats" der Zielpromotor-DNA-Molekule enthalten. 
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wobei die Zielpromotor-DNA-Molekule unter Kontrolle eines Promotors stehen, der die 
Genexpression besagter Zlelpromotor-DNA-Molekule steuert. Anschliedend werden 
diese Konstrukte In das Genom von Pflanzen eingefuhrt. Die Expression der inverted 
repeats" besagter Zielpromotor-DNA-IVIolekule fiihrt in plants zur Bildung 
5 doppelstranglger Zielpromotor-RNA-Molekule (Mette et aL, EMBO J. 19. (2000). 5194- 
5201 ). Hierdurch kann der Zielpromotor inaktivierl werden. 

Die Verringerung der SSIII- und/oder der BEI- und/oder der BEII-Aktivitat in den 
Pflanzenzellen kann somit aucli durch die Erzeugung doppelstrSngiger RIMA-MolekOle 
von Promotorsequenzen von SSIII- und/oder BEI- und/oder BEII-Genen erreicht 
10 werden. Vorzugswelse werden lilerzu inverted repeats" von Promotor-DNA-Molekulen 
von SSIII- und/oder BEI- und/oder BEII-Promotoren in das Genom von Pflanzen 
eingefuhrt. wobei die zu transkrlbierenden Zielpromotor-DNA-MoIekOle (SS1H-. BEI- 
und/oder BEII-Promotor) unter Kontrolle eines Pron^otors stehen. der die Expression 
besagter Zielpromotor-DNA-Molekule steuert 

15 

Femer 1st dem Fachmann bekannt, dass er die Aktivitat eines oder mehrerer SSIII-. 
BEI- und/oder BEII-Proteine durch die Expression von nicht-ftjnktionelien Derivaten 
insbesondere trans-dominanten Mutanten solcher Protelne und/oder durch die 
Expression von Antagonlsten/lnhibitoren solcher Protelne erreichen kann. 

20 Antagonlsten/lnhibitoren solcher Protelne umfassen beispielsweise Antikdrper. 
Antikorperfragmente oder MolekQIe mit ahnllchen Bindungseigenschaften. 
Beispielsweise wurde ein cytoplasmatlscher scFv Antlkorper eingesetzt, um die Aktivitat 
des Phytochrom A Proteins in gentechnlsch veranderten Tabakpflanzen zu modulieren 
(Owen, Bio/Technology 10 (1992), 790-4; Review: Franken, E. Teuschel. U. und Hain, 

25 R., Cun-ent Opinion In Biotechnology 8, (1997). 41 1-416; Whitelam. Trends Plant Sci. 1 
(1996), 268-272). 

SInnvoHe Promotoren fur die Expression von Nukleinsauren, die die Aktivitat eines 
Zielgens verringem. sind z.B. der Promoter der 35S RNA des Cauliflower Mosaic Vims 
30 und der Ubiquitin-Promotor aus Mais fur eine konstitutive Expression, der Patatingen- 
Promotor B33 (Rocha-Sosa et al.. EMBO J. 8 (1989). 23-29). der MCPI-Promotor des 
Metallocarboypeptidase-lnhlbitor-Gens aus Kartoffel (ungarische Patentanmeldung 
HU9801674) Oder der GBSSI-Promotor aus Kartoffel (intemationale Patentanmeldung 
WO 92/11376) fiir eine knollenspezlfische Expression In Kartoffein oder ein Promoter, 
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der eine Expression lediglich in photosyrithetisch aktiven Geweben sicherstellt, z.B. der 
ST-LS1-Promotor (Stoclchaus et a!., Proc. Natl. Acad. Scl. USA 84 (1987). 7943-7947; 
Stockiiaus et al., ElVIBO J. 8 (1989), 2445-2451), der Ca/b-Promotor (s. beispielsweise 
US 5656496, US 5639952. Bansal et a!., Proc. Natl. Acad. Sci.USA 89, (1992), 3654- 

5 3658) und der Rubisco SSU-Promotor (s. beispielsweise US 5034322, US 4962028) 
Oder fOr eine endospenn-spezifische Expression der Glutelin-Promotor (Leisy et ai.. 
Plant Moi. Biol. 14, (1990), 41-50; Zheng et al.. Plant J. 4, (1993). 357-366; Yosliihara 
et al.. FEBS Lett. 383, (1996), 213-218). der Shrunken-1 Promoter (Werr et al., EMBO 
J. 4, (1985). 1373-1380), der HMG-Promotor aus Weizen, der USP-Promotor, der 

10 Phaseolinpromotor oder Promotoren von Zein-Genen aus Mais (Pedersen et ai.. Cell 
29, (1982). 1015-1026; Quatroccio etal.. Plant IVIol. Biol. 15 (1990). 81-93). 
Die Expression des fremden Nukieinsauremolekuls (der fremden 
Nukieinsauremolekiile) ist insbesohdere in solchien Organen der Pflanze von Vorteil, die 
Starke speichem. Sotciie Ongane sind z.B. die Knolle der Kartoffeipfianze oder die 

15 Komer bzw. das Endosperm von Mais-, Weizen- oder Reispflanzen. Bevorzugt werden 
daher Promotoren verwendet. die die Expression in diesen Organen vermittein. 
Es konnen jedoch auch Promotoren verwendet werden. die nur zu einem durch SuHere 
EinflOsse detenminierten Zeitpuhkt aktiviert werden (siehe beispielsweise WO 
93/07279). Von besonderem Interesse konnen hierbei Promotoren von heat-shock 

20. . Proteinen sein. die eine einfache Induktion erlaut>en. Femer.k5nnen samenspezifische 
Promotoren. wie z.B. der USP-Promoter aus Vicia faba, der eine samenspe^fische 
Expression in Vicia faba und anderen Pfianzen gewahrleistet (Fiedler et al.. Plant Mol. 
Biol. 22. (1993), 669-679; Baumiein et al.. Mol. Gen. Genet. 225, (1991). 459-467). 
Femer konnen auch fruchtspezifische Promotoren eingesetzt werden, wie z.B. 

25 beschrieben inderWO91/01373. 

Weiterhin kann eine Terminationssequenz vorhanden sein, die der korrekten 
Beendigung der Transkription dient sowie der Addition eines Poiy-A-Schwanzes an das 
Transkript dem eine Funktion bei der Stabilisierung der Transkripte beigemessen wird. 
Derartige Eiemente sind in der Literatur beschrieben (vgl. z.B. Gielen et al., EMBO J. 8 

30 (1989), 23-29) und sind beliebig austauschbar. 

Die erfindungsgemalten transgenen Pflanzenzeilen synthetisieren eine modifizierte 
Starke, die in ihren physikaiisch-chemischen Eigenschaften, insbesondere dem 
Amylosegehait bzw. dem Amylose/Amylopektin-Verhaltnis, dem Phosphatgehalt, dem 
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Viskositatsverhalten, der Gelfestlgkeit, der Starkekomgrolie und/oder der 
Starkekommorphologie im Vergleich zu In Wlldtyppflanzen synthetlsierter Starke 
verandert ist, so dass diese fiir spezielle Verwendungszwecke besser geeignet ist. 

5 Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist daher auch eine erfindungsgemafle 
genetisch modifizierte Pflanzenzelle. insbesondere eine transgene Pflanzenzelie, die 
eine modifizierte Stgrke synthetisiert. 

Es wurde Qberrasclienderweise gefunden, dass bef den erfindungsgemaf^ 

10 Pfianzenzellen die Zusammensetzung der Starke in der Weise verandert ist, dass sie 
einen Amylosegelialt von mindestens 30% und einen erhohten Phosphatgehait und in 
der RVA Anaiyse eine eriiohte Endvlskositat im Vergleicfi zu Starke aus Pfianzenzellen 
von entspreclienden Wlldtyppflanzen aufwelst, so dass diese Starke fiir spezielle 
Verwendungszwecke besser geeignet ist. 

15 Die erflndungsgemaBen Starken weisen insbesondere den Vortell auf, dass sie trotz 
des erhdiiten Amylosegehaltes unter Standardbedlngungen vollstandig verkleistern. 
Dadurch wird die Verarbeitbartceit der Starke gegenOber anderen Starken. mit erhohtern 
Amylosegehalt deutlk^ verbessert. Es ist daher zum Gelatinlsieren der 
erfindungsgemaden Starke keine erhdtite Temperatur oder erhohter Druck notwendig. 

20 Daher kann zum AufschluH dieser St§rken auf den Einsatz spezieller Cerate wie z.B; 
Jetcooker, Extruder oder Autoklaven verzichtet werden. EIn weiterer Vorteil der 
erflndungsgemaBen Starken llegt darin, dass sie bei Verariseitungsprozessen mit 
HeiHwalzen als Suspension auf diese aufgebracht werden konnen. Andere Starken mit 
ertiohtem Amylosegehalt wurden bei dieser Verarbeitung. wenn uberhaupt, nur 

25 begrenzt verkleistern und daher auch nicht als Paste oder Film auf die entsprechenden 
Walzen aufgebracht werden konnen. 

Besonders geeignet sind die erfindungsgemaflen Starken fiir alle Anwendungen, bei 
welchen die Dickungsleistung, die Gelierelgenschaften oder die BIndungseigenschaften 
zugesetzter Substanzen von Bedeutung sind. Daher eignet sich die erfindungsgemaBe 
30 St3rke besonders zur Herstellung von Lebensmittein wie z.B. Backwaren, 
Fertlgnahrungsmittein (Instant Food), Pudding, Suppen, Konfekt, Schokolade, Eiskrem, 
Panaden fur Fisch- oder Flelsch, gefrorene Dessets oder extrudierte Snacks. Weiterhin 
ist die erfindungsgem^ae Starke geeignet fur die Herstellung von Klebstoffen. 
Anwendungen bei der Textiiverarbeitung, als Zusatz zu Baustoffen, fOr Anwendungen 
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Im Bereich der Tieremahrung, als Zusatzstoff fur Kosmetlka und in der 
Papierverarbeitung. 

Insbesondere eignet sich die Starl<e, welclie aus erfindungsgemallen Pflanzenzellen 
isoliert wurde zur Herstellung von Quellstarlcen. 

5 Quellstdrl<en sind physikalisch modifizierte Starken, die vonwiegend durch 
naRthennischen Aufschluli hergestelit werden. Im Unterschied zu nativer Stdrke bilden 
sie mit kaitem Wasser Dispersionen bzw. Fasten Oder Gele, je nach eingesetzter 
Konzentration der QuellstSrke und in Abh§ngigkeit von der zur l-lersteilung der 
Quellstarke venwendeten Starkeart. Aufgrund dieser Eigenschaften ergeben sicli fOr 

10 Quellstarken eine Reilie von Anwendungsmogiichikeiten In der Lebensmittelindustrie 
und aulierdem in vielen technischen Bereiciien. Die Verwendung von Quellstarke. die 
auch als kaltqueliende Starke bezelchnet wird, ansteile von nativer Starke hat in 
verschiedenen Fallen den Vorteil, dass Produktionsverfahren vereinfacht und verkuizt 
werden konnen. 

15 Fur die Herstellung beisplelsweise von Instant-Desserts und -Puddings werden . 
Quellstarken bendtigt, die nach dem Einruhren in kaite Flussigkeit, wie z.B. Wasser 
Oder Milch, innerhalb kurzer Zeit schnittfeste Gele bilden, wie beisplelsweise im Falie 
eines Kochpuddings. Diese Anforderungen erfullen die kommerziellen Quellstarken aus 
Weizen-, Kartoffei- oder Maisstarke nicht Zur Erzielung der vorgenannten 

20 Eigenschaften sind bei den bisher kommerziell verfugbaren Quellstarken Zusatze zur 
Quellstarke wie Gelatine, Alginat, Can^ageenan (Carrageen) und/oder anorganische 
Saize notwendlg. Dieses Zusetzen von sogenannten Hilfsstoffen ist z.B. nach 
Herstellung von Quellstarken mit erfindungsgemaUen Starken. Isoliert aus 
erfindungsgemaflen Pflanzenzellen nicht notwendig. 

25 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch eine erfindungsgemaHe Pflanzenzelle, 
die eine modifizierte StSrke mit veranderter Starkekommorphoiogie aulweist. 
Unter dem Begriff Starkekommorphoiogie soli im Zusammenhang mit der vorliegenden 
Erfindung die GroHe. und die Oberfiachenstruktur von natlven Starkekdmem 
30 ver^anden werden. Starke wird in den Speicherorganen wie z.B. Knollen, Wurzeln. 
Embryonen oder Endosperm von Pflanzen als kristalllne Struktur in granularer From 
gespeichert. Starkekdmer, bel welchen diese granularen Strukturen nach Isolierung der 
Starke aus Pflanzenzellen erhalten bleiben, werden als native Starke bezelchnet. Die 
mittlere KomgroBe (bestimmt nach der welter unten beschriebenen Methode) der 



erfindungsgemalien nativen Starke 1st deutlich geringer, als diejenige von nativer 
Starke, die aus Wildtyp-Pflanzen isollert wurde. In der Aufhahme mit dem 
Rasterelektronenmlkroskop (siehe Rg. 4 und 5) ist deutlich zu erkennen. dass 
erfindungsgemaRe native Starkekorner ubenraschenderweise eine rauhe Oberflache mIt 
5 vielen Poren aufwelsen. Die Ot)erflachenstruktur von nativen Starkek6mem, isollert aus 
WlkJtyp-Pflanzen, zeigt hingegen eIne ubenwiegend glatte Struktur, die keine Poren 
erkennen \a&t 

Sowohl das Vorliegen von klelneren Komem. als auch die rauhe, mit Poren versehene 
OberflSche fQhren dazu, dass die Oberflache von erfindungsgemSllen St3rkekdmem 

10 bei gleichem Volumen wesentllch grSBer ist, als di^enlge von Starkekomem, isollert 
aus Wildtyppflanzen. Dadurch eignet sich die erflndungsgemSlie Starke besonders gut 
fur den Einsatz als Tragerstoff fur z.B. Geschmackstoffe, phamnakologisch aktive 
Substanzen, prabiotische Substanzen, problotlsche Mlkroorganismen, Enzyme Oder 
Farbstoffe. Auch zum Koagulieren von Substanzen und in der Papierherstellung sind 

IS diese StSrken besonders geeignet. 

Eine weitere Anwendungsmoglichkeit fur die erfindungsgemaRen StSrken findet sich auf 
dem Gebiet der Forderung von Rohstoffen unter Einsatz von Bohrem. So ist es z.B, bei 
der F5relerung von Rohol notwendig, Hllfstoffe und/oder Schmienmlttel einzusetzen, die 
eine Oberhltzung des Bohrers. bzw. des Bohngestanges vermelden. Diirch Ihre 

20- besonderen Gelatlnlsierungselgenschaften Ist die erfindungsgemaUe StSrice daher auch,. 
fQr die Anwendung auf diesem Gebiet besonders geeignet. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung Ist auch eine erfindungsgemaBe Pflanzenzelle, 
die eine modlfizlerte Starke mit einem Amylosegehalt von mindestens 30% enthalt und 
25 im Verglelch zu Starke aus entsprechenden nicht genetisch modlfizierten 
Pflanzenzellen von Wildtyppflanzen einen erhohten Phosphatgehalt und in der RVA 
Analyse erhdhte Endviskositat aufweist 

Der Amylosegehalt wird im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung nach der 
30 welter unten fur KartoffelstSri^e beschriebenen Methode von Hovenkamp-Henmelink et 
al. (Potato Research 31, (1988), 241-246) bestimmt. Diese Methode 1st auch auf 
isollerte StSrken anderer Pflanzenspezles anwendbar. Verfahren zur Isollerung von 
Starken sind dem Fachmann bekannt. 
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Der Begiiff „Phosphatgehalt" der Starke bezelchnet im Sinne der voriiegenden 
Erfindung den Gehalt an kovalent In Fomi von Starkephosphatmonoestem 
gebundenem Phosphat. 

Der Begriff „erhdhter Phosphatgehalt" bedeutet im Zusammenhang mit der 
5 voriiegenden Erfindung. dass der Gesamtphosphatgehalt an kovalent gebundenem 
Phosphat und/oder der Phosphatgehalt in C-6-Position der in den erfindungsgemallen 
Pflanzenzellen synthetisierten Starke erhdht ist. vorzugswelse urn mindestens 270%, 
welter bevorzugt urn mindestens 300%, besonders bevorzugt um mindestens 350% 
erhoht Ist im Vergleich zu Starke aus Pflanzenzellen von entsprechenden 
10 Wiidtyppflanzen. 

Unter dem Begriff „Phosphatgehalt In G6-Positlon" versteht man im Sinne der 
voriiegenden Erfindung den Gehalt an Phosphatgruppen, die an 
Kohlenstoffatompositlon „6" der Giukosemonomere der Starke gebunden sind. 

15 Grundsatzlich konnen In der Starke in vivo die Posltionen 02, C3 und 06 der 
Glukoseeinhelten phosphoryliert sein. im Zusammenhang mit der voriiegenden 
Erfindung kann die Bestimmung des Phosphatgehaltes In 06-Positlon (= 06^P-Gehalt) 
uber eine Glukose-6-phosphat-Bestlmmung mittels eines optisch-enzymatlschen Tests 
(Nielsen et al.. Plant Physiol. 1 05, (1 994), 111-117) erfblgen (siehe unten). 

20 . - 

Unter dem Begriff „Gesamtphosphatgehalt" der Starke versteht man Im Zusammenhang 
mit der voriiegenden Erfindung den Gehalt an kovalent In Form von 
Starkephosphatmonoestem gebundenem Phosphat In C2-, OS- und C6-Position der 
Glukoseeinhelten. Der Gehalt an ■■■ phosphoryllerten . NIcht-Glukanen, wie z.B. 

25 Phospholipiden, Ist erfindungsgemafi von dem Begriff „Gesamtphosphatgehalt" nicht 
umfaHt. Phosphoryllerte NIcht-Glukane mussen daher vor Bestimmung des 
Gesamtphosphatgehattes quantitativ abgetrennt werden. Verfahren zur Trennung der 
phosphoryiierten NIcht-Glukane (z.B. Phospholipide) von der StSrke sind dem 
Fachmann bekannt. Methoden zur Bestimmung des Gesamtphosphatgehaltes sind dem 

30 Fachmann bekannt und unten beschrieben. 

In einer welteren AusfOhrungsform der Erfindung synthetisieren die erfindungsgemaHen 
Pflanzenzellen eine Starke, die In 06-Position der Giukosemonomere der StSrke einen 
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Phosphatgehalt von 40-120 nmol, insbesondere von 60 - 1 lO.nmol, bevorzugt von 80 
- 100 C6-P pro mg Starke aufweisen. 

Ein Protokoll zur Durchfuhrung der RVA Analyse 1st weiter unten beschrleben. 

5 Insbesondere 1st darauf hinzuwelsen. dass In der RVA Analyse von Kartoffelstarken 
haufig eine 8%ige Starkesuspension (w/w) eingesetzt wird. In den zum zum Gerat 
„RVAsuper3" belgefugten Unterlagen (Gebrauchsanwelsung. Newport Scientific Pty 
Ltd.. Investment Support Group, Warned NSW 2102, Australlen) wird eine Suspenston 
enthaltend ca. 1 0% Starke zur Analyse von Kartoffelstarke empfohlen. 

10 Oben^schendenweise wurde im Falle der StSrke aus Kartoffelpflanzen, betreffend die 
vorllegende Erfindung, gefunden, dass die VenA^endung einer 8%igen Starkesuspension 
(2g Starke in 25 ml Wasser) fur die Analyse nicht mSglicli war. well die Endviskositat 
Werte erreichte, die von dem Gerat nicht mehr erfasst werden konnten. Darum wurden 
fur die RVA Analyse anstelle von 8%igen Starkesuspensionen nur 6%ige 

15 Starkesuspensionen ( 1,5g Starke in 25 ml Wasser) eingesetzt. Im Zusammenhang mit 
der voriiegenden Erfindung soil daher unter erhohter Endviskositat in der RVA Analyse 
eine Erhdhung urn mindestens 150%, besonders urn mindestens 200%. insbesondere 
urn mindestens 250% gegeniiber nicht genetisch modifizierten Wildtyp Pflanzen - 
verstanden werden. Die Erhohung der Endviskositaten .1st dabel auf 6%ige>. 

20 Starkesuspensionen zu beziehen. 

Weiterhin soil im Zusammenhang mIt der voriiegenden Erfindung. eine Kartoffelstarke 
verstanden weiden, die eine Endviskositat In der RVA Analyse mit 6%lgem 
Starkegehalt von mindestens 300 RVU. besonders von 400 RVU, .insbesondere von 
500 RVU aufweisen. Auf die Bestimmung der RVUs wird nachstehend noch 

25 eingegangen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhmngsform betrifft die vorllegende Erfindung 
erfindungsgemade Pflanzenzellen, die eine modifizlerte Starke synthetlsieren, die nach 
Verkleisterung in Wasser ein Gel bildet, das Im Verglelch zu einem Gel aus Starke von 
entsprechenden nicht genetisch modifizierten Wildtyp-Pflanzenzellen eine erhohte 
30 Geifestigkelt aufwelst 

Unter dem Begriff .erhShte Gelfestigker versteht man Im SInne der voriiegenden 
Erfindung eine Erhohung der Geifestigkelt, vorzugswelse um mindestens 300%, 
Insbesondere um mindestens 500%. welter bevorzugt um mindestens 700% und 
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besonders bevorzugt urn mindestens 800%; maximal urn hochstens 2000% Oder um 
hochstens 1500% im Vergleich zur Gelfestigkeit von Starke aus entsprechenden nicht 
genetisch modiflzierten Wildtyp-Pflanzenzellen. 

Die Bestimmung der Gelfestigkeit soil im Zusammentiang mit der vorliegenden 
5 Erfindung mit Hilfe eines Texture Analyzers unter den unten besciirlebenen 
Bedingungen erfolgen. 

Um Stgrkegeie iierzustellen mud die kristaliine Struktur von nativer Starke zunaciist 
durch Eriiitzen In wassriger Suspension unter standigem RQIiren zerstdrt werden. 
Dieses wurele mit Hilfe eines Rapid Visco Analyser (Newport Scientific Pty Ltd.. 

10 Investmet Support Group, Wam*ewod NSW 2102, Australlen) durchgefuhrt. Wie weiter 
oben bereits ausgefuhrt, wurde dabei fur Starke aus Kartoffelpflanzen nur eine 6%ige 
Starkesuspension anstatt einer 8%igen eingesetzt, weil die Endviskositaten der 8%lgen 
Suspensionen von dem Gerat niciit meiir erfasst werden konnten. Zur Bestimmung der 
Gelfestigkeit werden die im Rapid Visco Analyser verklelsterten Starkesuspensionen fur 

IS eine gewisse Zeit gelagert und dann einer Analyse mit einem Texture Analyser 
unterzogen. Folglicii sind auch zur Bestimmung der Gelfestigkeit 6%ige anstelle von 
8%igen verklelsterten Starkesuspensionen eingesetzt worden. 

In einer weiteren AusfQhrungsfomn der vorliegende Erfindung zeichnet sich die In^ den 
20 erfindungsgemaften Pflanzenzellen synthetisierte modifizierte Starke nicht nur durch 
einen im Vergleich zu Starke von entsprechenden Wildtyp-Pflanzen erhdhten 
Amylosegehalt und einen erhohten Phosphatgehalt und eine erhohte Endvlskositat In 
der RVA Analyse aus, sondem auch durch eine veranderte Seitenkettenverteilung. 

25 In einer weiteren Ausfiihrungsform betrifPt die vorliegende Erfindung somit 
erfindungsgemade Pflanzenzellen, die eine modifizierte Starke synthetisieren, wobei die 
modifizierte Starke dadurch gekennzeichnet ist, dass sle eine veranderte 
Seitenkettenverteilung ^ufweist. 

30 Unter dem Begriff "ver§nderte Seitenkettenverteilung" soil in einer Ausfuhrungsfonn der 
vorliegenden Erfindung eine Verringerung des Anteils an kurzen Seltenketten mit einem 
DP (- Degree of Polymerisation) Von 6 bis 11 um mindestens 10%. bevorzugt um 
mindestens 15%, insbesondere um mindestens 30% und besonders bevorzugt um 
mindestens 50% im Vergleich zum Anteil an kurzen Seltenketten mit einem DP yon 6 
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bis 11 von Amylopektin aus Wlldtyp-Pflanzen verstanden werden und/oder eine 
Erhohung des Antells an kurzen Seitenketten mit einem DP von 16 Ws 22 um 
mindestens 5%, bevorzugt um mindestens 10%, Insbesondere um mindestens 15% und 
besonders bevorzugt um mindestens 30% Im Vergleich zum Anteil an kurzen 
5 Seitenketten mIt einem DP von 1 6 bis 22 von Amylopektin aus Wildtyp-Pflanzen. 

Die Bestlmmung des Antells an kurzen Seitenketten erfolgt uber die. Bestimmung des 
prozentualen Antells einer bestimmten Seltenkette am Gesamtantell aller Seitenketten. 
Der Gesamtantell alter Seitenketten wird enmittelt Qber die Bestimmung der 

10 Gesamtfiache unter den Peaks, die Im HPLC-Chromatogramm die 
Polymerisationsgrade von DP 6 bis 26 reprasentleren. Der prozentuale Anteil einer 
bestimmten Seltenkette am Gesamtantell aller Seitenketten wird ennittelt Qber die 
Bestimmung des Verhaltnisses der Flaclie unter dem Peak, der diese Seltenkette im 
HPLC-Chromatogramm reprasentiert, zur Gesamtfiache. Zur Bestimmung der 

15 Peakfiachen kann beispieisweise das Programm Chromeiion 6.20 der Firma Dionex, 
USA, ven^vendet werden. 

Die erfindungsgemSiien Pfianzenzellen konnen zur Regeneratfon ganzer Pflanzen 
verwendet werden. 

20 

Diedurch Regeneration der erfindungsgemaUen transgenen Pfianzenzellen erhaitlichen 
Pflanzen sind ebenfalis Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 

Die erfindungsgemaden Pfianzenzellen kdnnen zu jeder belieblgen Pflanzenspezies 
25 gehoren, d.h. sowohl zu monokotyledonen ais auch zu dlkotyledonen Pflanzen. 
Bevorzugt handelt es sich um Pflanzenzeilen aus landwirtschaftlichen Nutzpflanzen, 
d.h. aus Pflanzen, die vom Menschen kultiviert werden fur Zwecke der Emahrung oder 
fur technische, insbesondere industrieiie Zwecke. Vorzugsweise betrlfft die Erflndung 
faserbildende (z.B. Flachs, Hanf, Baumwolle), oispeichemde (z.B. IRaps, Sonnenbiume, 
30 Sojabohne), zuckerspeichemde (z.B. Zuckenxibe, Zuckennohr, Zuckerhirse) und 
proteinspeichernde Pflanzen (z.B. Legumlnosen). 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform betrifft die Erflndung Futterpflanzen, 
insbesondere Futter- und WeWegraser (Alfalfa, Klee etc.), und GemQsepflanzen (z-B. 
Tomate, Salat, Chicoree). 
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In elner weiteren bevorzugten AusfCihrungsform betrifft die Erfindung Pflanzenzellen aus 
starkespelchemden Pflanzen (z.B. Weizen, Gerste, Hafer, Roggen, Kartoffel, Mais, 
Rels, Erbse, Maniok), besonders bevorzugt sind Pflanzenzellen aus Kartoffel. 

5 Fur die Elnfiihrung von DNA in eine pflanzllche WIrlszelle stehen eine VIelzahl von 
Technlken zur Verfiigung. DIese Technlken umfassen die Transformation pflanzllcher 
Zellen mit T-DNA unter Venwendung von Agrobacterium tumefaciens oder 
Agrobacterium rhizogenes als Transformatlonsmlttel, die Fusion von Protoplasten, die 
Injektion, die Elektroporation von DNA, die EInbrlngung der DNA mittels des 

10 bioiistisciien Ansatzies sowie weitere Mdgliciikelten. 

Die Venwendung der Agrobakterlen-vennlttelten Transfonnation von Pflanzenzellen ist 
Intensiv untersucht und ausreichend in EP 120516; Hoekema, IN: The Binary Plant 
Vector System Offsetdrukkerij Kanters B.V., Alblasserdam (1 985). Chapter V; Fraley et 
al., Crit. Rev. Plant Sci. 4, 1-48 und bei An et at. EMBO J. 4, (1985). 277-287 

15 beschrieben worden. Fur die Transformation von Kartoffel. siehe z.B. Rocha-Sosa et 
al., EMBO J. 8, (1989), 29-33.). 

Auch die Transfomfiation monokotyler Pflanzen mittels auf Agrobakterium 
Transformation baslerender Vektoren wurde beschrieben (Chan et al.. Plant Mol. Biol. 

20 22. (1993), 491-506; Hiel et al.. Plant J. 6. (1994) 271-282; Deng et al. Science in China 
33. (1990), 28-34; Wilmink et al.. Plant Cell Reports 11. (1992). 76-80; May et al.. 
Bio/Technology 13, (1995). 486-492; Conner und Domlsse, Int. J. Plant Sci. 153 (1992). 
550-555; Ritchie et al. Transgenic Res. 2. (1993). 252-265). Altematives System zur 
Transformation von monokotylen Pflanzen ist die Transfonmation mittels des 

25 blolistlschen Ansatzes (Wan und Lemaux. Plant Physiol. 104. (1994), 37-48; Vasll et al., 
Bio/Technology 11 (1993), 1553-1558; RItala et al.. Plant Mol. Biol. 24, (1994). 317-325; 
Spencer et al.. Theor. Appl. Genet. 79. (1990). 625-631). die 
Protoplastentransfonmatlon, die Elektroporation von partlell permeabilisierten Zellen, die 
EInbringung von DNA mittels Glasfasem. Insbesondere die Transformation von Mais 

30 wird in der LIteratur mehrfach beschrieben (vgl. z. B. WO95/06128, EP0513849. 
EP0465875. EP0292435; Fromm et al.. Biotechnology 8, (1990), 833-844; Gordon- 
Kamm et al.. Plant Cell 2. (1990), 603-618; Koziel et al.. Bfotechnology 1 1 (1993). 194- 
200; Moroc et al., Theor. Appl. Genet 80. (1990), 721-726). 
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Auch die erfolgreiche Transformation anderer Getreidearten wurde bereits beschrieben, 
Z.B. fiir Gerste (Wan und Lemaux, s.o.; Ritala et al., s.o.; Krens «t al., Nature 296, 
(1982), 72-74) und fur Weizen (Nehra et al.. Plant J.. 5. (1994), 285-297). Alle 
vorstehenden Methoden sind Im Rahmen der vorllegenden Erfindung geeignet. 

5 Generell kommt fiir die Expression des fremden Nukleinsauremolekuls (der fremden 
Nukleinsauremoiekule) jeder in pflanzlichen Zellen aktive Promoter in Frage. Der 
Promoter kann dabei so gewahit sein, dass die Expression in den erfindungsgemaHen 
Pflanzen konstitutiv erfolgt oder nur in einem bestimmten Gewebe, zu einem 
bestimmten Zeitpunkt der Pflanzenentwicklung oder zu einem durch aullere Einflusse 

10 detemdinlerten Zeitpunkt. In Bezug auf die Pflanze kann der Promoter homolog oder 
heterolog sein. 



In einer weiteren Ausfiihrungsform der Erfindung wird zur Reduzierung der Aktivitat 
eines oder mehrerer SSIII-Proteine und/oder BEI-Proteine und/oder BEII-Proteine in 

f 

15 pflanzlichen Zellen mindestens eine antisense-RNA exprimiert. 

Gegenstand der vorllegenden Erfindung ist daher auch eine erfindungsgemade. 
Pflanzenzelle, worin besagte fremde Nukleinsauremolekule ausgewahit sind aus der' 
Gruppe bestehend aus 

20 

a) DNA-Molekulen. die mindestens eine antisense-RNA codieren. welche eine 
Verrlngerung der Expression von mindestens einem endogenen Gen bewirkt, 
das SSIII-Proteine und/oder BEI-Protelne und/oder BEII-Proteine codiert; 

b) DNA-Molekulen, die iiber einen Cosuppressionseffekt zu Vemngemng der 
25 Expression von mindestens einem endogenen Gen fuhren, das SSIII-Protein(e) 

und/oder BEI-Protein(e) und/oder BEII-Protein(e) codiert; 

c) DNA-l\/lolekulen, die mindestens ein Ribozym codieren, das spezifisch 
Transkripte von mindestens einem endogenen Gen spaltet. das SSIII-Proteine 
und/oder BEI-Proteine und/oder BEII-Proteine codiert; und 

30 d) MIttels In vivo-Mutagenese eingefuhrte Nukleinsauremolekule. die zu einer 
Mutation oder einer Insertion einer heterologen Sequenz in mindestens einem 
endogenen SSIII-Protein(e) und/oder BEI-Protein(e) und/oder BEII-Protein(e) 
codierenden Gen fuhren, wobei die Mutation oder Insertion eine Verringerung 
der Expression von mindestens einem SSHI-Protein(e) und/oder BEI-Protein(e) 
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und/oder BEII-Proteln(e) codierenden Gen bewirkt, oder die Synthese von 
inaktiven SSlll- und/oder BEI- und/oder BEIi-Proteinen; 

e) DNA-MolekUlen, die simultan mindestens eine antisense-RNA und 
mindestens eine sense-RIMA codieren, wobei besagte antisense-RNA und 

5 besagte sense-RNA ein doppelstrangiges RNA-Molekul ausbilden, das eine 

Verringerung der Expression von mindestens einem endogenen Gen bewirkt, 
das SSill-Protein(e) und/oder BEI-Protein(e} und/oder BEII-Protein(e) codiert; 

f) DNA Moiekuien, die Transposons enthalten, wobei die integration der 
Transposonsequenzen zu einer Mutation oder einer Insertion in mindestens 

10 einem endogenen SSIIi-Protein(e) und/oder BEI-Protein(e) und/oder BEil- 

Protein(e) codierenden Gen fiihrt. welclie zu einer Verringerung der Expression 
von mindestens einem SSill-Proteln(e) und/oder BEI-Protein(e) und/oder BEii- 
Protein(e) codierenden Gen bewirkt, oder die Syntiiese von inaktiven SSIii- 
und/oder BEI- und/oder BEII-Proteinen zur Foige iiat; und 

IS g) T-DNA Molekuie, die .durch Insertion in mindestens einem endogenen SSIII- 
Proteln(e) und/oder BEI-Protein(e) und/oder BEIi-Protein(e) codierenden Gen 
eine Veningerung der Expression von mindestens einem endogenen SSIil- 
Protein(e) und/oder BEI-Protein(e) und/oder BEIi-Protein(e) codierenden Gen 
bewirkt. Oder die Synthese von inaktiven SSlll- und/oder BEI- und/oder BEII- 

20- Proteinen zur Foige haben. • 

Nachi einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung Vennelinjngsmateriai 
jegliciner Art von erfindungsgemallen Pfianzen. 

25 Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft die Verwendung der liierin 
beschriebenen Nukleinsauremolekuie zur Herstellung der erfindungsgemaden 
Pflanzenzeilen und Pfianzen. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft eine Zusammensetzung, 
30 enthialtend mindestens eines der vorstehenden Nukleinsauremolekuie, wobei das 
mindestens eine Nukieins3uremolekQI nach EinfQhrung in eine Pflanzenzelle zur 
Verringerung mindestens eines endogen in der Pflanzenzelle vorkommenden SSIII- 
Protelns und mindestens eines endogen in der Pflanzenzelle vorkommenden BEII- 
Proteins, und vorzugsweise welterhin zur Verringerung mindestens eines endogen in 
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der Pflanzenzelle vorkommenden BEI-Proteins fuhrt. Die Zusammensetzung kann ein 
Oder mehrere Nukleinsaurekonstrukte (vgl. oben) enthatten. 

EIn werterer Aspekt der vorliegenden Erflndung betrifft die Verwendung der 
5 erfindungsgemaBen Zusammensetzungen zur IHerstellung der erfindungsgemaHen 
Pflanzenzellen und Pflanzen sowie eine Wirtszeile, insbesondere eine Pflanzenzelle. 
enthaitend die erfindungsgema&e Zusammensetzung. 

Noch ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein Transformationssystem 
10 fur Pflanzenzellen, enthaitend mindestens ein Nukleinsauremolekul und mindestens 
eine Pflanzenzelle. wobei das mindestens eine NukleinsduremolekQI zur Verrfngerung 
der Aktivltat jewells mindestens eines der endogen In der Pflanzenzelle vorkommenden 
SSIII-, BEI- und BE-il-Proteine fiihrt, soweit diese nicht bereits durch. eine vorherige 
genetisciie Modiflkation der besagten Pflanzenzelle in Ihrer Aktivitat verringert wurden. 
15 Unter Transformationssystem" wird Im Rahmen der voriiegenden Erfindung also eine 
Kombination aus mindestens einerzu transformierenden Pflanzenzelle und mindestens 
einem zur Transformatton venwendeten Nukleinsauremolekul wie vorstehend 
beschrieben veratanden. Es konnen weitere. dem Fachmann auf dem Gebiet den. 
Transformation von Pflanzenzellen geiaufige Komponenten, die bei der Transformation 
20 nOtzlich sind, einschliei&lteh von Puffem und dergleichen, im erflndungsgemaaen 
Transformationssystem enthatten sein. 
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Beschrelbung der Abbildungen. 

Fig1: 

Graphische Darstellung der VIskositatseigenschaften von Starke aus Kartoffelpflanzen. 

5 Die Analyse wurde mit einem Rapid Visco Analyser (Newport Scientific Pty Ltd., 
Investmet Support Group, Wanlewod NSW 2102, Australien) durchgefuiirt. Die 
Bedingungen, unter welchen die Analyse durchgefiihrt wurde, sind unter RVA- 
Analysemethode 1 im Abschnitt ,Allgemeine Methoden" beschrieben. Die untersuchte 
StSrke wurde aus Knollen von Wildtyp-Pflanzen (WT), Pflanzen mit einer reduzlerten 

10 Aktlvitat eines SSIII-Protelns und eines BEI-Protelns (038VL008 und 038VL107) oder 
aus Pflanzen. die eine reduzierte Aktlvitat eines SSIII-Proteins und eines BEI-Proteins 
und eines BEII-Proteins (110CF003 und 108CF041) aufweisen, isoliert. Die Isolierung 
der Starke erfolgte nach dem unter „Beispiele", „ExtraktionsprozeB der Starke aus 
Kartoffein" beschriebenen Verfahren. 

15 

Fig 2: 

Graphische Darstellung der VIskositatseigenschaften von Starke aus Kartoffelpflanzen. 
Die Analyse wurde mit einem Rapid Visco Analyser (Newport Scientific Pty Ltd., 
Investmet Support Group, Waniewod NSW 2102, Australien) durchgefQhrt. Die 

20 Bedingungen. unter welchen die Analyse durchgefuhrt wurde, sind unter RVA- 
Analysemethode 2 im Abschnitt ,Allgemelne Methoden" beschrieben. Die untersuchte 
Starke wurde aus Knollen von Wildtyp-Pflanzen (WT), Pflanzen mit einer reduzlerten 
Aktlvitat eines SSIII-Proteins und eines BEI-Protelns (038VL008 und 038VL107) oder 
aus Pflanzen, die eine reduzierte Aktlvitat eines SSIII-Proteins und eines BEI-Proteins 

25 und eines BEII-Protelns (110CF003 und 108CF041) aufweisen, isoliert. Die Isolierung 
der Starke erfolgte nach dem unter „Belspiele", „Extraktionsproze(i der Starke aus 
Kartoffein" beschriebenen Verfahren. 

Fig 3: 

30 Graphische Darstellung der VIskositatseigenschaften von Starke aus Kartoffelpflanzen. 
Die Analyse wurde mit einem RapW Visco Analyser (Newport Scientific Pty Ltd., 
Investmet Support Group, Warriewod NSW 2102, Australien) durchgefuhrt. Die 
Bedingungen, unter welchen die Analyse durchgefuhrt wurde, sind unter RVA- 
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Analysemethode 3 im Abschnitt JMIgemelne Methoden" beschrieben. Die unlersuchte 
Starke wurde aus Knollen von Wildtyp-Pflanzen (WT), Pflanzen rait einer reduzierten 
Aktivltat eines SSIII-Proteins und eines BEI-Pfotelns (038VL008 und 038VL107) Oder 
aus Pflanzen, die eine reduzierte Aktlvitat eines SSIII-Proteins und eines BEI-Proteins 
5 und eines BEII-Proteins (110CF003 und 108CF041) aulweisen, isoliert. Die Isollerung 
der Starke erfoljgte nach dem unter „Beispiele", „ExtraktionsprozeB der Starke aus 
Kartoffein" beschriebenen Verfahren. 

Fig 4: 

10 Rasterelektronenmikroskopische Aufhahme eines Kartoffelst§rkekoms, welches aus 
Wlkityp-Pfianzen isoliert wurde. 

Fig 5: 

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines Kartoffeistarkekoms, welches aus 
15 Pflanzen isoliert wurde, die eine verringerte Aktlvitat eines SSIII-Proteins und eines BEI- 
Proteins und eines BEII-Proteins aufweisen (1 1 0CF003). 

Fig 6: 

Schematische Darstellung des Vektors pGSV71-a-BEII-basta, welcher zur emeuten 
20 Transfbrnnatlon von Pflanzen, die bereits eine reduzierte Aktivltat eines SSIII-Proteins 
und eines BEI-Proteins aufwiesen. benutzt wurde. 

(RB, linke T-DNA Boixler, LB, rechte T-DNA Borden CaMV35. 35S Promotor des 
Blumenkohl Mosaik Virus; NOS, Polyadenylierungssequenz des Nopailnsynthase Gens 
aus Agrobacterium tumefaciens; OCS, Polyadenylierungssequenz des Octopinsynthase 
25 Gens aus Agrobacterium tumefaciens; B33, Promotor des Patatin Gens aus Kartoffel; 
BEII, kodierende Sequenzen des BEII Gens aus Kartoffelr bar, Sequenz kodierend eine 
Phosphlnothricinacetyltransferase aus Steptomyces tiygroscopicus) 

Fig 7: 

30 Schematische Darstellung des Vektors pB33-ccrBE-a-SSIil-Kan, welcher zur 
Herstellung von transgenen Pflanzen mit reduzierter Aktivltat eines SSIII-Proteins und 
eines BEI-Protelns benutzt wurde. (RB, linke T-DNA Border, LB, rechte T-DNA Borden 
nos5', Promotor des Nopalln Synthase Gens aus Agrobacterium tumefaciens; nptll, 
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Gen kodierend die Aktivitat einer Neomyclnphosphotransferase; nos3' 
Polyadenylleaingssequenz des Nopalinsynthase Gens aus Agrobacterium tumefaciens; 
OCS Polyadenyliemngssequenz des Octoplnsynthase Gens aus Agrobacterium 
tumefaciens-, B33, Promotor des Patatin Gens aus Kartoffel; BE, kodierende Sequenzen 
5 des BEI Gens aus Kartoffel; SSIII kodierende Sequenzen des SSIII Gens aus Kartoffel) 

^eschreibung der Sequenzen 

SeqIDI: 

10 Nukleinsauresequnz der Starkesynthase SSIII aus Kartoffel (Solarium tuberosum) mit 
Angabe der Sequenzen, die fur das entsprechende SSIII Protein kodleren. 
Seq ID 2: 

Aminosauresequenz eines SSIII Proteins aus Kartoffel. 
Seq ID 3: 

15 AminosSuresequenz der Pfam Gbm25 BindedomSne des SSIII-Protelns aus Kartoffel 
(Solanum tutierosum). 
Seq ID 4: 

Kodierende Nuklelnsauresequenz des Verzwelgungsenzyms BEI aus Kartoffel 
{Solanum tuberosum). 
20 Seq ID 5: , . . 

Aminosauresequenz des Verzwelgungsenzyms BEI aus l^rtoffel {Solanum tuberosum) 
Seq ID 6: 

Kodierende Nuklelnsauresequenz des Verzwelgungsenzyms BEII aus Kartoffel 
{Solanum tuberosum). 
25 Seq ID 7: 

Aminosauresequenz des Verzwelgungsenzyms BEII aus Kartoffel {Solanum tuberosum) 
Seq ID 8: 

Mittels PGR amplifizlerte Nukleins3uresequenz des Verzwelgungsenzyms BEII aus 
Kartoffel {Solanum tuberosum) 



30 
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AHgemelne Methoden 

In den Beispielen wurden die folgenden Methoden verwendet: . 

5 . 
Starkeanalvtik 

a) BesHmmuna des Amvloseaehaltes bzw. des Amvlose/Amvlopelctinverhaltnisses 
Starke wurde nach Standardmethoden aus Kartoffelpflanzen isoliert, und der 
Amytosegehalt sowie das Verhiltnls Amylose zu Amylopektin wurde. nach der von 

10 Hovenkamp-Hermelink et al. beschriebenen Methode (Potato Research 31, (1988). 
241-246) bestimmt. 

b) Bestimmuna des Phosphataehaltes 

In der Starke konnen die Positionen C2, C3 und C6 der Glukoseeinheiten 
15 phosphoryllert sein. Zur Bestimmung des C6-P-Gehaltes der Starke werden 50 mg. 
Starke In 500 |xJ 0,7 M HCI 4 h bel 95**C hydrolyslert. AnschlieUend werden die Ansatze ; 
fur 10 min bei 15500 g zentrifligiert und die OberstSnde abgenommen. Von den 
Gberstanden werden 7pl mit 193 \xl Imldazol-Puffer (100 mM Imldazol. pH 7,4; 5 mM [ 
MgCla. 1 mM EDTA und 0,4 mM NAD) gemischt Die Messung wurde im Photometer 
20 bei 340 nm durchgefOhrt. Nach der Etablierung einer Baslsabsorption wurde die- 
Enzymreaktion durch die Zugabe von 2 Einheiten (units) Glukose-6-Phosphat 
Dehydrogenase (von Leuconostoc mesenteroides, Boehringer Mannheim) gestartet 
Die Absorptionsanderung ist direkt proportional zur Konzentration des G-6-P Gehaltes 
der Starke. 

25 

Die Bestimmung des Gesamtphosphatgehaltes erfolgte nach der Methode von Ames 
(Methods in Enzymology VIII, (1966), 115-118). 

Es werden ca. 50 mg Starke mit 30 pl ethanolischer Magnesiumnitrat-Losung versetzt 
und drei Stunden bei SOCC im Muffelofen verascht. Der Ruckstand wird mit 300 pi 0,5 
30 M SaizsaurB versetzt und 30 min bei eO'C inkubiert. Anschlie&end wird ein Aliquot auf 
300 Ml 0,5 M SalzsSure aufgefQIlt, zu einer MIschung aus 100 pi 10%iger Ascorbinsaure 
und 600 pi 0,42% Ammoniummolybdat In 2 M Schwefelsaure gegeben und 20 min bel 
45*^0 inkubiert. 
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Es folgt eine photometrische Bestimmung bei 820nm unter Berucksichtigung einer 
Phosphat-Eichreihe als Standard. 

5 c) Bestimmung der Gelfestiakeit (Texture Anaivsert 

1.5 g Stdrke (TS) werden in 25 ml einer waKrigen Suspension im RVA-Gerat 
verkleistert (Temperaturprogramm: s. Punkt d) „Bestimmung der 
Viskosititseigenscliaften mitteis eines Rapid Visco Analyzers (RVA)") und 
anschliellend fur 24 h bei Raumtemperatur in einem geschlossenen Gefdil gelagert. 
10 Die Proben werden unter der Sonde (zylindrischer Stempel mit planer OberfiSche) 
eines Texture Analysers TA-XT2 der Firma Stable IVIicro Systems (Surrey, UK) fixiert 
und die Gelfestigkelt mit folgenden Parametem bestimmt: 
Test-Geschwindigkeit 0,5 mm/s 
Eindringtiefe 7 mm 

15 - KontaktfiSche 113 mm^ 

Druck 2 g 

t 

d) Bestimmung der . Viskositatseiaenschaften mitteis eines Rapid Visco Analyzers 
20 (RVA) : 

Stendardmetliode 

2 g Starke (TS) werden in 25 ml H2O (VE Wasser. Leitfahigkeit von mlndestens 15 
mega Ohm) aufgenommen und fur die Analyse in einem Rapid Visco Analyser (Newport 

25 Scientific Ry Ltd., Investmet Support Group, Wamewod NSW 2102, Australien) 
verwendet. Der Betrieb des Gerates erfolgt nach den Angaben des Herstellers. Dabei 
erfolgt die Angabe der VIskositatswerte in RVUs gemail der Betriebsanleitung des 
Herstellers, die hiermit insowelt durch Bezugnahme in die Beschreibung aufgenommen 
wird. Zur Bestimmung der Viskositat der wadrigen Losung der Starke wird die 

30 Starkesuspenslon zunSchst fur eine Minute auf 50°C erhitzt (Schritt 1). danach von 
50''C auf 95*'C mit einer Geschwindigkeit von 12**C pro ly/linute (Schritt 2) erhitzt. 
Anschliedend wird die Temperatur fQr 2.5 MIn bei 95°C gehaiten (Schritt 3). Danach 
wird die Ldsung von 95''C auf 50''C abgekOhlt. mit einer Geschwindigkeit von 12''C pro 
Minute (Schritt 4). Wahrend der gesamten Dauer wird die Viskositat bestimmt. 
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Insbesondere In den Fallen, wo bel der EInwage von 2,0.: g (TS) Starke In 25 ml H2O 
(VE Wasser, Leitfahlgkelt von mindestens 15 mega Ohm) die Grenzen des- 
Melibereichs des RVA nicht ausreichten, wurden nur 1 ,5g Starke (TS) in 25 ml H2O (VE 
Wasser, Leitfahigkeit von mindestens 15 mega Ohm) aufgenommen. 

5 

Um eine Verglelchbarkelt mit dem Stand der Technik herzustellen wurde zudem in 
einlgen Fallen ein geandertes Temperaturprofil benutzt. 
Folgende Temperaturprofile wurden verwendet: 

10 RVA-Analysemethodel: 

Zur Bestimmung der Viskosltat einer 6%lgen wSssrlgen Losung der Starke wind die 
Starkesuspension zunachst fur 10 Sekunden mit 960 rpm gerOhrt, um anschlieflend bel.; 
eIner Riihrgeschwindlgkeit von 160 rpm fur zunachst eine Minute auf 50 "0 erhltzt zu 
werden (Schritt 1). Danach folgt eine Erhohung der Temperatur von 50 "C auf 95 °C mit 

15 einer Heizgeschwindigkeit von 1 2°C pro Minute (Schritt 2). Die Temperatur wird fur 2.5 
Minuten bei 95 X gehalten (Schritt 3) und danach mit 12 °C pro Minute von 95 'C auf 
50 'C gekQhIt (Schritt 4). Der letzte Schritt (Schritt 5) halt die Temperatur von 50*G fur 2 
Minuten. 

Nach Beendlgung des Programms wlrd der Ruhrer entfemt und der Becher abgedeckt. 
20 Die verideisterte Starice steht nun fur die Texturanalyse nach 24 h zur VerfQgung. 

RVA- Analysemethode 2: 

Zur Bestimmung der ViskosltSt elner 6%lgen wassrigeri Losung der Starke wlrd die 
Starkesuspension zunachst fur 10 Sekunden mit 960 rpm geriihrt, um anschlieBend bei 

25 elner Riihrgeschwindlgkeit von 160 rpm fiir zunachst zwei Minuten auf 50 "C erhltzt zu 
werden (Schritt 1). Danach erfolgt eine Eriiohung der Temperatur von 50 "C auf 95 "C 
mit einer Heizgeschwindigkeit von 1.5 pro Minute (Schritt 2). Die Temperatur wird fiir 
15 Minuten bei 95 "C gehalten (Schritt 3) und danach mit 1.5 °C pro Minute von 95 
auf 50 "C gekOhit (Schritt 4). Der letzte Schritt (Schritt 5) halt die Temperatur von 50"C 

30 fOr 15 Minuten. 

Nach Beendlgung des Programms wlrd der ROhrer entfemt und der Becher abgedeckt. 
Die veridelsterte Startce steht nun fiir die Texturanalyse nach 24 h zur VerfQgung. 
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RVA Analysemethode 3: 

Zur Bestimmung der Viskosltat einer 10%lgen wassrigen Losung der Starke wird die 
Starkesuspension zunachst fCir 10 Sekunden mit 960 rpm geruhrt, um anschlieBend bei 
einer Ruhrgeschwindigkeit von 160 rpm fur zunachst zwel Minuten auf 50 erhitzt zu 
5 werden (Schritt 1). Danach folgt eine Erhohung der Temperatur von 50 ^'C auf 95 "^C mIt 
einer Heizgeschwindigkeit von 1 ,5 ""C pro Minute (Sciiritt 2). Die Temperatur wird fur 15 
Minuten bei 95 ''C gehalten (Schritt 3) und danach mit 1.5 ''C pro Minute von 95 X auf 
50 gekuhit (Schritt 4). Der letzte Schritt (Schritt 5) halt die Temperatur von 50^C fur 
15 Minuten. Dieses Profit der RVA Analyse entspricht desjenlgen, welches in WO 96 
10 34968 angewendet wurde. 

Nach Beendigung des Programms wird der Ruhrer entfemt und der Becher abgedeckt 
Die verkieisterte Starke steht nun fur die Texturanalyse nach 24 h zur Verfugung. 

Im Profil der RVA Analyse gibt es charakteristlsche Werte, die zum Vergleich 
IS unterschiedlicher Messungen und Substanzen dargesteitt werden. Die folgenden 
Begriffe soilen im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfinung wie folgt verstanden 
werden: 

1 . Maximale Viskosltat (RVA Max) 

Unter der maximalen Viskosltat versteht man den hochsten Viskositatswert, gemessen 
20 in.RVUs, der in Schritt 2 Oder 3 des Temperaturprofils eneicht wird. 

2. Minimale Viskosltat (RVA Min) 

Unter der minimalen Viskosltat versteht man den geringsten Viskositatswert, gemessen 
in RVUs, der nach der Maximalen Viskosltat im Temeraturprofil auftritt. Normalerweise 
erfolgt dieses In Schritt 3 des Temperaturprofils. 
25 3. Finale Viskosltat (RVA Fin) 

Unter der Finalen Viskositat versteht man den Viskositatswert, gemessen in RVUs, der 
am Ende der Messung auftritt. 

4. Setback (RVA Set) 

Der sogenannte "Setback" wird berechnet, indem man den Wert der Finalen Viskosoltat 
30 von der desjenlgen Minimums, welches Im Kurvenveriauf nach enreichen der Maximalen 
Viskositat auftritt, subtrahiert. 

5, Verkleisterungstemperatur (RVA T) 

Unter der Verkleisterungstemperatur versteht man die Zeit im Temperaturprofil, zu 
welcher die Viskositat zuerst stark fur eine kurze eine Periode ansteigt. 
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e) Analyse der Seitenkettenverteiluna des Amvlope ktins mittels 

5 lonenaustauschchromatoaraDhie 

Zur Trennung von Amylose und Amylopektin werden 200mg Starke in 50ml 
ReaktlonsgefaBen mit 12ml 90% (v/v) DMSO In H2O gelost. Nach Zugabe von 3 
Volumen Ethanol wird das Prazlpitat durch 10 minOtige Zentrifugatton bei etwa 
1800g bel Raumtemperatur (RT) abgetrennt Das Pellet wird dann mit 30ml Ethanol 

10 gewaschen, getrocknet und in 40ml 1% (w/v) NaCI Losung bel 75°C gelost. Nach 
Abkuhlung der Losung auf 30*^0 werden langsam etwa 90mg Thymol zugegeben 
und diese Losung fQr mindestens 60h bei 30°C InkublerL Anschliefiend. wird die 
Losung fur 30 min bei 2000g (RT) zentrifuglert. Der Oberstand wird dann mit 3 
Volumen Ethanol versetzt und das ausfallende Amylopektin mittels 5 mlniitiger 

15 Zentrlfugation bei 2000g (RT) abgetrennt. Das Pellet (Amylopektin) wird dann mit 
Ethanol gewaschen und mittels Aceton getrocknet Durch Zugabe von DMSO zum; 
Pellet wird eine 1% Losung hergestellt von der 200^1 mit 345mI Wasser, IOjjI 0.5M 
Natriumacetat (pH3.5) und 5pl Isoamylase (1:10 veniunnt; Megazyme) versetzt und 
bei 37'C fur etwa 16h Inkubiert werden. Eine wassrige 1:5 Verdunnung dieses 

20 Veixlaus wIrd anschlleHend mit einem 0.2|jm RIter filtriert und lOOpI des Rltrats 
ionenchromatografisch analysiert (HPAEC-PAD, DIonex). Die Separation erfolgte 
mit einer PA-100 Saule (mit entsprechender Vorsaule), die Detektion 
amperometrisch. Die Elutlonsbedingungen waren wie folgt: 
Losung A - 0.1 5M NaOH 

25 Losung B - 1 M Natriumacetat in 0.1 5M NaOH 
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5 verschiedene Zeiten wahrend der HPEAC-PAD Dionex Analyse. Zwischen den angegebenen 
Zeitpunkten verandert der Elutionspuffer seine Zusammensetzung jeweils einem iinearen Verlauf 
foigend. 

Die Bestimmung des relativen Anteils an Icurzen Seitenketten am Gesamtanteil aller 
10 Seitenketten erfolgt uber die Bestimmung des prozentualen Anteils einer 
bestlmmten Seitenkette am Gesamtanteil aller Seitenketten. Der Gesamtanteil aller 
Seitenketten wird emriittelt uber die Bestimmung der Gesamtflache unter den Peaks, 
die im HPCL-Chromatogramm die Polymerisationsgrade von DP6 bis 26 
reprSsentieren. 

15 Der prozentuale Anteil eiher' bestlmmten Seitenkette am Gesamtanteil aller 
Seitenketten wird enmittelt Qber die Bestimmung des Verfialtnlsses der FI3che unter 
dem Peak, der diese Seitenkette im HPLOChromatogramm reprasentiert. zur 
Gesamtfl3che. Zur Bestimmung der Peakflactien wurde das Programm Chromellon 
6.20 Version 6.20 der Firma Dionex. USA. verwendet werden. 

20 

f) KornaroRenbestimmung 

Starke wurde nacli Standardmettioden aus Kartoffelknollen extratilert (sieiie 
Beispiele). 

Die Komgroflenbestimmung wurde dann mit einem Fotosedlmentometer des Typs 
25 "Lumosed FS1" der Fimria Retscli GmbH, Deutschland unter Venwendung der 
Software V.2.3 durchgefulnrt. Die Softwareeinstellungen wurden wie Iblgt festgeiegt: 
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Stoff-Daten: 



10 



Sedimentationsflussigkeit: 



15 



Kalibration Nr. 0 
Dichte [kg/m^ 1600 
Typ Wasser 
Viskosltat [Pa s] 
Dichte [kg/m^ 
Zusatz 
Mess-Daten 
Siebschnitt [|jm] 
Durchgang [%] 
Messbereich 
Eichung 
Temperatur 

Die KomgroBenverteilung wurde in waliriger Losung bestimmt und erfolgte nach 
Hersteilerangaben sowie basierend auf der Literatur von 2.B. H. Pitsch, 
KomgrSBenbestimmung; LABO-1 988/3 Fachzeitschrift fur Labortechnik, Darmstadt 



0.001 
1000 

5 min 

250 

100 

4.34-117.39 pm 
N 

20''C 



Aufnahmen mit dem Rasterelektronenmikr oskop (REMV 

Fur die Untersuchung der OberflScha der Starkeproben wurden diese auf 
Probentr^ger mit leitfaliigem Kleber aufgestiubt. Zur Vermeldung von Aufladung 
20 wurden die Probentrager abschlieBend mit einer 4 nm R-Schlclit besputtet. Die 
Untersuchungen der Starkeproben wurden mit dem Feldemissions- 
Rasterelektronenmikroskop JSM 6330 F (Jeol) bel einer 
Beschleunignungsspannung von 5 kV durdigefOhrt 



25 

h^ Bestlmmuna der Aktivitat der SSIIi. BEI- u nd BEIl-Proteine 
Die Bestimmungen erfoigten wie in den Beispielen angegeben. 
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Belspieie 

Herstellung des Expressionsvektors ME5/6 

pGSV71 ist ein Derivat des Plasmides pGSV7. welches sich vom intermediaren Vektor 
S pGSV1 ableitet. pGSV1 stellt ein Derivat von pGSC1700 dar, dessen Konstruktion von 
Comelissen und Vandenwiele (Nucleic Acid Research 17, (1989), 19-25) beschrieben 
wurde. pGSVI wurde aus pGSC1700 erhalten, durch Deletion des Carbeniclllin 
Resistenzgen, sowie Deletion der T-DNA-Sequenzen der TL-DNA-Region des 
Plasmides pTiB6S3. 

10 pGSV7 enthalt den Repllkationsursprung des Plasmides pBR322 (Bolivar et al.. Gene 
2, (1977), 95-113) sowie den Repllkationsursprung des Psei/ofomonas-Plasmldes pVSI 
(Itoh et al.. Plasmid 11. (1984). 206). pGSV7 enthalt auHerdem das selektlerbare 
Markergen aadA, aus dem Transposon Tn1331 aus Klebsiella pneumoniae, welches 
Reslstenz gegenuber den Antlbiotika Spectinomycin und Streptomycin verleiht 

15 (Toimasky, Plasmid 24 (3). (1990), 218-226; Tolmasky and Crosa, Plasmid 29(1). 
(1993). 31-40) 

Das Plasmid pGSV71 wurde erhalten durch Klonierung eines chimaren bar-Gens 
zwischen die Borderregionen von pGSV7. Das chlmare 6ar-Gen enthdit die 
Promotorsequenz des Blumenkohlmosaikvirus zur Initiation der Transkription (Odell et 
20 al.. Nature 313. (1985), 180), das 6ar-Gen aus Streptomyces hygroscoplcus (Thompson 
et al., Embo J. 6. (1987), 2519-2523) und den 3'-untransiatierten Bereich des 
Nopalinsynthasegens der T-DNA von pTlT37, zur Termination der Transkription und 
Polyadenylierung. Das tor-Gen vermltteit Toleranz gegenOber dem Herblzid Glulbsinat- 
Ammonium. 

25 Die T-DNA enthSit an Position 198-222 die rechte Randsequenz der TL-DNA aus dem 
Plasmid pTiB6S3 (Gieien et al.. EMBO J. 3. (1984), 835-846). Zwischen Nukleotid 223- 
249 befindet sich eine Polyiinker-Sequenz. Die Nukieotide 250-1634 enthalten die 
P35S3 Promotor-Region des Blumenkohl-Mosaik-Virus (Odell et al., slehe oben). Die 
codierende Sequenz des Phosphinothricin-Resistenzgen (bar) aus Streptomyces 

30 ttygroscopicus (Thompson et al. 1987, siehe oben) ist zwischen den Nukieotiden 1635- 
2186 enthalten. Dabei wurden die zwei endstandigen Codons am 5'-Ende des bar- 
Wildtyp-Gens ersetzt durch die Codons ATG und GAG. Zwischen den Nukieotiden 
2187-2205 befindet sich eine Polylinker-Sequenz. Das 260 bp lange Taqi-Fragment des 
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nlcht-translatlerten 3'-Endes des Nopalinsynthase-Gens (3'nos) aus der T-DNA des 
Plasmides pTiT37 (Depicker et al.. J. Mol. Appl. Genet 1, (1982). 561-573) befindet 
sich zwischen den Nukleotiden 2206 und 2465, Die Nukleotide 2466-2519 enthalten 
eine Polylinker-Sequenz. Die linke Randsequenz der TL-DNA aus pTiB6S3 (Gielen et 

5 al., EMBO J. 3, (1984), 835-846) befindet sich zwischen den Nukleotiden 2520-2544. 
Der Vektor pGSWI wurde dann mit dem Enzym Psfl aufgeschnltten und geglattet. Aus 
dem Vektor pB33-Kan wurde der 833 Promotor sowie die ocs-Kassette als EcoRl- 
H/ndlll-Fragment ausgeschnitten und geglattet und in den mIt Psa au^geschnittenen und 
geglStteten Vektor pGSV71 eingefugt. Der erhaltene Vektor diente als Ausgangsvektor 

10 zur Konstruktlon von ME5/6: In die zwischen B33-Promotor und ocs-Element gelegene 
Psfl-Schnittstelle des Vektors ME4/6 wurde ein Oligonukleotid, enthaltend die 
Schnlttstellen EcoRI, Pad, Sjoel, Srfl, Spel, WofI, Pad und EcoRI. unter Verdopplung 
der Psfl-Schnittstelle eingefCihrt. Der erhaltene Expresslonsvektor wurde als ME5/6 
bezelchnet 

15 

Beschreibuna des Vektors oSK-Pac: 

pSK-Pac 1st ein Derivat des pSK-Bluescript (Stratagene, USA) bei dem flanklerend zur 
multlplen Klonierungsstelle (MGS) je eine Pad Schnittstelle eIngefQhrt wurde. 

20 

Herstellung transgener Kartoffelpflanzen, die eine verringerte Genexpression 
eines BEI- , SSili-, und eines BEIi-Gens atriweisen 

Zur Erzeugung transgener l^flanzen, die eine vemngerte Aktivitat eines BEI, eines SSI 1 1 
25 und eines BEI I Proteins aufweisen, wurden zunachst transgene Pflanzen erzeugt. die 
eine veningerte Aktivlt3t eines BEI und eines SSIIi Proteins aufweisen. Zu diesem 
Zwecke wuide die T-DNA des Plasmlds pB33-aBEI-oeSSIII-Kan mit Hllfe von 
Agrobakterien, wie bei Rocha-Sosa et al. (EMBO J. 8, (1989), 23-29) beschrieben, in 
Kartoffelpflanzen transferlert. 
30 Zur Konstruktion des Plasmids pB33-(xBEI-aSSIII-Kan (slehe Fig 7) wurde zunachst der 
Expresslonsvektor pBin33-Kan konstruiert. Dazu wurde der Promotor des Patatin Gens 
B33 aus Solanum tuberosum (Rocha-Sosa et al., 1989, siehe oben) als Dral-Fragment 
(Nukleotide -1512 - +14) in den mit Ssfl geschnittenen Vektor pUC19 (Genbank Acc. 
No. M77789), dessen Enden mit Hilfe der T4 DNA-Polymerase geglattet worden waren. 
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ligiert. Daraus entstand das Plasmid pUC19-B33. Aus diesem Plasmid wurde der B33- 
Promotor mit EcoRI und Sma\ herausgeschnitten und In den entsprechend 
geschnittenen Vektor pBinAR iigiert. Hieraus entstand der pflanziiche 
Expressionsvektor pBin33-Kan. Das Plasmid pBinAR ist ein Derivat des Veklorplasmlds 

5 pBin1 9 (Bevan, Nucl. Acid Researcli 12,(1 984), 871 1 -8721 ) und wurde von Hofgen and 
Willmitzer (Plant Sd. 66. (1990), 221-230) konstruiert. AnschlieRend wurde ein 1631 Bp 
langes Hindll-Fragment, welches eine partielle cDNA codierend fUr das BEI-Enzym aus 
Kartoffel enthilt (Kossmann et al., 1991, Mol. & Gen. Genetics 230(1 -2):39-44), 
geglattet und in "antisense'-Orientierung bezQglich des B33 Promotors (Promoter des 

10 Patatin Gens B33 aus Sotanum tuberosum; Rocha-Sosa et al., 1989) in den mit Smal 
vorgesclinittenen Vektor pBinB33 eingefOhrt. Das erhaltene Plasmid wurde mit Baml-11 
aufgesclinitten. In die Schnittstelle wurde ein 1363 Bp langes BamHI-Fragment, 
enthaltend eine partielle cDNA codierend fur das SS lll-Enzym aus Kartoffel (Abel et al., 
1996, loccit.), ebenfalls in ''antisense''-Orientierung bezuglich des B33-Promotors 

15 eingefuhrL 

Nach der Transformation konnten verschiedene Linien transgener Kartoffelpfianzen 
identifiziert werden, deren Knollen einen deutlteh veningerte Aktivitat eines BEI und 
SSIII-Proteins aufwiesen. Die aus dieser Transformatton resultierenden Pflanzen 

20' wurdep mit038VL,bezeichoet. 

Zum Nacliweis der Aktivitat Idsllcher Starkesynthasen (SSI 11) durch nicht- 
denaturierende Gelelektrophorese wurden Gewebeproben von l^rtoffelknolien in 50 
mM Tris-HCI pH 7,6. 2 mM DTT. 2.5 mM EDTA. 10 % Glycerin und 0.4 mM PMSF 
aufgeschlossen. Die Elektrophorese wurde in einer MiniProtean II Kammer (BioRAD) 

25 durchgefiihrt. Die Monomerkonzentratlon der 1 .5 mm dicken Gele war 7,5 % (w/v), als 
Gel- und Laufpuffer diente 25 mM Tris-Glycin pH 8.4. Gleiche Mengen an Proteinextrakt 
wurden aufgetragen und fur 2 h bei 10 mA je Gel aufgetrennt. 

Anschlieaend erfolgte die Inkubation der Aktivitits-Gele in 50 mM TrIcine-NaOH pl-l 8,5, 
25 mM Kaliumacetat. 2 mM EDTA, 2 mM DTT, 1 mM ADP-Glukose, 0,1 % (w/v) 
30 Amytopektin und 0,5 M Natrlumcitrat. Geblldete Glukane wurden mit Lugoischer Losung 
angefarbt. 

Der Nachweis der BEI Akdvitdt erfolgte ebenfalls mit HiKe der nicht denaturierenden 
Gelelektrophorese: 
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Zur Isolierung von Protelnen aus Pflanzen wurde das Probenmaterial in flussigem 
Stickstoff gemorsert, In Extraktlonspuffer (50 mM Na-Citrat. pH 6.5; 1 mM EDTA, 4 mM 
DTT) aufgenommen und nach Zentrifugation (10 min, 14.000 g, 4 "C) direkt zur 
Messung der Protelnkonzentration nach Bradford eingesetzt. AnschlieBend wurde je 
5 nach Bedarf 5 bis 20 pg Gesamt-Proteinextrakt mit 4-fach LoadingrBuffer (20% 
Glycerin, 125 mM Tris HCI, pH 6,8) versetzt und auf ein „BE-Aktivitatsgel" geladen. Der 
Laufpuffer (RB) setzte sich wie folgt zusammen: RB = 30,2 g Tris-Base, pH 8.0, 144 g 
Glycine auf 1 L H2O. 

Nach Beendigung des Gellaufes wurden die Gele In je 25 ml „Phosphorylase - Puffei^ 
10 (25 ml 1M Na-Citrat pH 7,0, 0,47 g Gluoose-1-Phosphat. 12.& mg AMP, 2,5mg 
Phosphorylase a/b aus „rabbr) uber Nacht bei 37 'C Inkubiert. Die Farbung der Gele 
wurde mit Lugol'sche Losung durchgefiihrt. 

Weltergehende Analysen zeigten, dass isollerte Starken der LInie 038VL008 und 
15 038VL107, welche eine Reduzierung sowohl des BEI-, als auch des SSIII-Proteins 
aufwelsen, den hochsten Phosphatgehalt alter untersuchten unabhangigen . 
Transformanten aufwi^en. 

Pflanzen dieser Linlen wurden anschlie&end wIe beschrleben bel Rocha-Sosa et al. • 
(EMBO J. 8. (1989), 23-29) mit dem Plasmid pGSV71-aBEII-basta transfonmlert. 

20 Plasmid pGSV71-aBEII-basta wurde konstruiert, indem eine knollenspeziflsche, 
Kartoffel cDNA Bank mit einem durch RT-PCR (Primer 5'- gggggtgtlggctttgacta und 5*- 
cccttctcctcctaatccca; Stratagene ProSTAR™ HF Single-Tube RT-PCR System) mit 
Gesamt-RNA aus Knollen als Voriage amplifizierten DNA Fragment nach 
Standardmethoden durchmustert wurde. Auf diese Welse wurde eIn etwa 1250 bp 

25 groBes DNA Fragment isoliert (SEQ ID No. 8), welches dann als EcoRV-Smal 
Fragment In die EcoRV Schnittstelle des Klonierungsvektor pSK-Pac (siehe oben) 
subkloniert und abschlieHend als Pad Fragment in antisense Orientierung, bezogen auf 
den Promotor, In den Expresslonsvektor ME5/6 ligiert wurde. Somit entstand Plasmid 
pGSWI-oBEII-basta (siehe Fig 6). 

30 

Von den durch Transformation mit dem Plasmid pGSV71-cxBEII-basta erhaltenen 
Pflanzen, die als 108CF bzw. 110CF bezeichnet wurden, wurden Gewebeproben von 
Knollen der unabhangigen Transfomnanten genommen und deren Amylosegehalt 
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ermittelt (siehe Methoden). Die Starken der unabhangigen Linien, deren Knollen den 
hochsten Amylosegehalt aufwiesen, wurden fur eine weitere Analyse der 
Starkeeigenschaften herangezogen. Zum Nachweis, dass diese Pflanzen zusatzlich zu 
einer reduzierte Aktivitat eines BEi- und SSIII-Protein auch eine reduzierte Aktivitat 

5 eines BEil-Proteins aufweisen, wurde ebenfails eine Analyse mit l-lllfe der nicht 
denaturierenden Gelelektrophorese durchgefiihrt Die Analyse wurde mit der gleichen 
Methode wie oben bereits fQr die Analyse der reduzierten BEI-AktivitSt durchgefOhrt. 
auHer, dass das nicht denaturierende Polyacrylamidgel zusatzlich zur oben 
beschriebenen Zusammensetzung 0,5% Maltodextrin (Beba. Maltodextrin-Losung 

10 15%ig fur Neugeborene, Nestle) enthielt. Durch Zusatz des iDextrins konnten die 
unterschiedlichen Aktivitaten der BEI- und BEII- Proteine nach Inkubation der Gele in 
„Phosphorylase - Puffer" (25 ml 1M Na-Cltrat pH 7,0, 0,47 g Glucose-1-Phosphat, 12.5 
mg AMP, 2,5mg Phosphorylase a/b aus „rabbit") iiber Nacht bei 37 °C und 
anschlie&ender Farbung mit Lugol'scher Losung in einem Gel dargestellt werden. 

15' . 

Extraktionsprozess der Starke aus Kartoffein 

Alle Knollen einer Linie (4 bis 5 kg) werden gemeinsam in einem handelsublichen 
Entsafter (Multipress automatic l(/IP80, Braun) aufgearbeitet. Das starkehaltige 
Fruchtwasser wird in einem 10 L Elmer (Verhaltnis Hohe des Elmers/Durchmesser des 

20 Elmers = ca. 1,1), in dem 200 ml Leitungswasser mit einer Loffelspltze (ca. 3-4 g) 
Natrium-Dlsuifit vorgelegt wurden, aufgefangen. Im Anschluss wird der Elmer mit 
Leitungswasser volistandig aufgefulit. Nach einem 2 stundigen Absetzen der Starke 
wird der Oberstand abdekantiert, die Starke emeut in 10 I Leitungswasser 
aufgeschwemmt und uber ein Sieb mit 125 pm Maschenweite gegeben. Nach 2 

25 Stunden (Stirke hat sich emeut am Boden des Elmers abgesetzt) wird emeut der 
wassrige Oberstand dekantiert. Dieser Waschvorgang wird noch 3 mal wiederholt, so 
dass die Starke insgesamt funf mal in frischem Leitungswasser resuspendiert wird. Im 
Anschluss werden die Starken bei 37 °C auf einen Wassergehalt von 12 - 17% 
getrocknet und im Morser homogenisiert. Die Starken stehen nun fur Analysen zu 

30 Verfugung. 
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BeisDiel 2 



Analyse der Starke von Pflanzen mit verringerter BEI-, SSIII- und BEII- 
Genexpression 

5 Die Starke verschledener unabhangiger Linlen der in Beispiel 1 beschriebenen 
Transfbrmatlonen 108CF und 110CF wurden aus Kartoffelknollen Isollert AnschlieGend 
wurden die physioo-chemlschen Elgenschaften dieser Starke analysiert. Die Ergebnisse 
der Charakterisierung der modifizlerten Staricen sind In Tabelle 2 (Tab.2) fur eine 
belspielhafte Auswahl bestlmmter Pflanzenlinlen dargestellt. Die Analysen wurden nacli 

10 den oben beschriebenen ly^ethoden durchgefOhrt. 
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Die folgende Tabellen 2, 3 und 4 fassen die Ergebnisse der RVA Analyse bezogen auf 
Starke aus Wiidtyppflanzen zusammen: 
RVA-Analysemethode 1 





RVA Max 
(%> 


RVA Min (%) 


RVA Fin (%) 


RVA Set 
(%) 


RVAT 

(%) 


Gelfestigkeit 


cv.Desiree 


100 


100 


100 


100 


100 


100 


038VL008 


158.7 


69.8 


72.0 


79.5 


73.0 


55.4 


108CF041 


59.6 


89.9 


227.5 


693.7 


150.2 


532.3 


038VL107 


151.1 


94.3 


94.0 


93.0 


82.2 


S2.2 


110CF003 


106.4 


158.6 


265.0 


625.7 


151.5 


737.1 

M 0«#%»t^M So 



Wiidtyppflanzen (cv. Desiree), Pflanzen mIt elner verrlngerten Aktivitat eines SSIK- und elnes BEI- 
Proteins {038VL008, 038VL107), bzw. von Pflanzen mit elner venringerten Aktivitat eines SSIII- und eines 
BEI- und eines BEIl-Proteins (108CF041, 110CF003) In Prozent, bezogen auf Werte von Starke des 
Wildtyps. Die RVA Analyse wurde nach Analysemethode 1 durchgefuhrt 

RVA-Analysemethode 2 





RVA Max 
(%) 


RVA Min (%) 


RVA Fin (%) 


RVA Set 
(%> 


RVAT 
(%) 


Gelfestigkeit 


cv. Deslree 


100 


100 


100 


100 


100 


100 


038VL008 


167.1 


40.4 


52.6 


77.6 


54.2 


63.0 


108CF041 


44.5 


82.5 


187.5 


402.7 


137.4 


412.2 


038VL107 


152.0 


76.1 


81.9 


93.8 


76.9 


51.7 


110CF003 


92.4 


172.2 


n.d. 


n.d. 


139.0 


795.0 



Wiidtyppflanzen (cv. Desiree), Pflanzen mit elner ven-lngerten Aktivitat elnes SSIII- und eines BEl- 
Proteins (038VL008. 038VL107), bzw. von Pflanzen mit elner veningerten Aktivitat eines SSIII- und elnes 
BEI- und elnes BEII- (108CF041, 1 10CF003) In Prozent, bezogen auf Werte von Starke des Wildtyps. Die 
RVA Analyse wurde nach Analysemethode 2 durchgefuhrt. 
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RVA-Analysemethode 3 





RVA Max 
(%) 


RVAMin (%) 


RVA Fin (%) 


RVA Set 

(%) 


RVAT 

(%) 


Gelfestiqkeit 


cv. Desiree 


100 


100 


100 


100 


100 


100 


038VL008 


n.d. 


50.2 


76.5 


127.8 


77.0 


100.5 


108CF041 


74.7 


291.0 


n.d. 


205.7 


236.0 


630.3 


038VL107 


n.d. 


84.5 


86.4 


90.1 


102.3 


58.1 


110CF003 


89.8 


259,7 


n.d. 


n.d. 


196.6 


663.9 



Tabelie 4: Angabe der charakteristischen Werte der RVA-Analyse von Starke, isoliert aus 
Wildtyppflanzen (cv. Desiree), Pflanzen mit einer verringerten Aktivitat eines SSIII- und etnes BEI- 
Proteins (038VL008, 038VL107), bzw. von Pflanzen mit einer verringerten Aktivitat eines SSIII- und eines 
5 BEI- und eines BEII-Proteins (108CF041, 110CF003) in Prozent, bezogen auf Werte von St3rke des 
Wildtyps. Die RVA Analyse wurde nach Analysemethode 3 durchgefuiirt. 



Die folgende Tabellen 5,6 und 7 fassen die Ergebnisse der RVA Analyse zusamnien. 
Die Werte beziehen sicli niclit auf den Wlldtyp, sondem sind die gemessenen Werte: 
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RVA-Analysennetliode 1 (sielie auch Fig 1) 





RVA Max 
(RVU) 


RVA Min 
(RVU) 


RVA Fin 
(RVU) 


RVA Set 
(RVU) 


RVAT 
(RVU) 


GeHestiakeit 


cv. Desiree 


255.05 


162.33 


210.25 


47.92 


4.6 


25.1 


038VL008 


404.83 


113.25 


151.33 


38.08 


3.36 


13.9 


108CF041 


152.08 


145.92 


478.33 


332.42 


6.91 


133.6 


038VL107 


385.5 


153 


197.58 


44.58 


3.78 


13.1 


110CF003 


271.5 


257.42 


557.25 


299.83 


6.97 


185 


Tabelie 5: Angabe der charakteris 


tischen Wert 


te der RVArAnalyse von St§rke, is 



Wildtyppflanzen (cv. Desiree). Pflanzen mit einer verringerten Aktivitat eines SSlll- und eines BEI- 
Proteins (038VL008, 038VL107), bzw. von Pflanzen mit einer verringerten Aktivitat eines SSIII- und eines 
IS BEI- und eines BEII-Proteins (108CF041, 110CF003) in RVUs. Die RVA Analyse wurde nach 
Analysemethode 1 durchgefuhrt. 



RVA-Analysemethode 2 (slehe auch Fig 2) 





RVA Max 
(RVU) 


RVA Min 
(RVU) 


RVA Fin 
(RVU) 


RVA Set 
(RVU) 


RVAT 
(RVU) 


Gelfestiglceit 


cv. Desiree 


212.17 


113.75 


169.25 


55.5 


28.78 


23.8 


038VL008 


354.58 


45.92 


89 


43.08 


15.61 


16 


108CF041 


94.33 


93.83 


317.33 


223.5 


39.53 


98.1 


038VL107 


32Z58 


86.58 


138.67 


52.08 


22.13 


12.3 


110CF003 


196.08 


195.92 


n.d. 


n.d. 


39.99 


189.2 



Tabelie 6: Angabe der charakteristlsche Werte der RVA-Analyse von Starke, isoliert aus Wildtyppflanzen 
20 (cv. Desiree), Pflanzen mit einer verringerten Aktivitat eines SSIII- und eines BEI-Proteins (038VL008, 
038VL107), bzw. von Pflanzen mit einer verringerten Aktivitat eines SSIII- und eines BEI- und eines BEII- 
Proteins (108CF041, 1 10CF003) in RVUs. Die RVA Analyse wurde nach Analysemethode 2 
durchgefuhrt. 
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RVA-Analysemethode 3 (slehe auch Rg 3) 





RVA Max 
(RVU) 


RVA Min 
(RVU) 


RVA Fin 
(RVU) 


RVA Set 
(RVU) 


RVAT 
(RVU) 


Gelfestlgkeit 


Desiree 


819.67 


207.67 


314.25 


106.58 


16.88 


56.5 


038VL008 


n.d. 


104.17 


240.33 


136.17 


12.99 


56.8 


108CF041 


612.33 


604.25 


823.5 


219.25 


39.83 


356.1 


038VL107 


n.d. 


175.42 


271.5 


96.08 


17.27 : 


32.8 


110CF003 


736.08 


539.42 


n.d. 


n.d. 


33,18 


375.1 



Tabelle 7: Angabe der charakteiistische Werte der RVA-Analyse von Starke, isollert aus Wlldtyppflanzen 
(cv Desiree), Pflanzen mit einer verrlngerten AktMtat eines SSIII- und eines BEI-Protelns (038VL008. 
038VL107), bzw. von Pflanzen mit einer vemngerten Aktivitat eines SSIII-Proteins und eines BEI-Protelns 
5 und eines BEII-Proteins {108CF041 , 1 10CF003) in RVUs. Die RVA Analyse wurde nach Analysemethode 
3 durchgefQhrL 



Zusammenfassung der Phosphat- und Amylosebestimmungen: 



Nr. 


Genotyp 


Phos-phat 
in C6 (%) 


Gesamt 
Phosphat 

(%) 


Amylose 
(%) 


Amylose 
(%WT) 


1 


cv. Desiree 


100 


100 


22 


100 


2 


038VL008 


346.4 


255.2 


19.4 


85.8 


3 


108CF041 


557,3 


427,6 


36.8 


162,8 


4 


038VL107 


225,5 


182,8 


19.7 


87,2 


5 


110CF003 


446,4 


348,3 


34,6 


153.1 



Tabelle 8: Phosphat- und Amylosegehalte von StSrke, isoliert aus Wildtyppflanzen (cv. Desiree), 
Pflanzen mit einer verrlngerten AWivltit eines SSIII- und eines BEI-Proteins (038VL008, 038VL107). bzw. 
15 von Pflanzen mit einer venringerten Aktivitat eines SSIII- und eines BEI- und eines BEII-Proteins 
(108CF041, 110CF003). Phosphatgehalte In C6-Posltion der Glukosemonomere und der 
Gesamtphosphatgehait der Starke sind in Prozent, bezogen auf S^rke aus Wildtyppflanzen angegeben. 
Amylosegehalte sind in Prozent Amylose bezogen auf die Gesamtmenge der Starke, bzw. in Prozent, 
bezogen auf den Amylosegehalt von Stirke aus WIdtyppflanzen angegeben. 



Die Analyse der Seitenkettenvertellung des Amylopektlns wurde wie oben beschrieben 
durchgefiihrt. Die folgende Tabelle enthalt eine Obersicht uber die Anteile der einzelnen 
Peakflachen: 
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Glue- 
einheiten 


cv. 
Desiree 


AQfiwi nnsi 
u^ovu uuo 






llUifr UllO 


dp 6 


1.52 


4.16 


1,88 


2,39 


0.86 


dp 7 


1.4 


1.4 


0,63 


1,42 


0,59 


dps 


1,23 


0,77 


0.33 


0,99 


0,38 


dp 9 


2,05 


1,42 


0,74 


1.79 


0.75 


dp 10 


3,55 


2,8 


1,74 


3,33 


1.77 


dp 11 


5,16 


4.41 


2,92 


4,96 


3.46 


dp 12 


6,25 


5,77 


4,47 


6.22 


5,17 


dp 13 


6.71 


6,7 


5,63 


6,87 


6.35 


dp 14 


6.75 


7,06 


6,35 


6,99 


7.38 


dp 15 


6.48 


6,76 


6,62 


6.65 


7.63 


dp 16 


6,07 


5,99 


6,34 


6,11 


7,13 


dp 17 


5,6 


5,21 


5,81 


5,49 


6.3 


dp 18 


5.28 


4,78 


5.87 


5.11 


5,98 


dp 19 


4,99 


4,74 


6,17 


4.94 


5.91 


dp 20 


4,76 


4.65 


6,07 


4,78 


5,64 


dp 21 


4.5 


4,46 


5.65 


4.5 


5,26 


dp 22 


4,16 


4,12 


5,07 


4,2 


4,7 


dp 23 

r 


3.77 


3,68 


4.59 


3,78 


4,19 


dp 24 


3.44 


3,36 


4.24 


3,42 


3,75 


dp 25 


3.08 


3,09 


3,86 


3,07 


3.49 


dp 26 


2,73 


2.8 


3,36 


2,77 


3.03 


dp 27 


2,39 


2.58 


2,95 


2,37 


2,65 


dp 28 


2,07 


2,26 


2,39 


2,01 


2,1 


dp 29 


1.67 


1,87 


1,87 


1.71 


1,69 


dp 30 


1,38 


1,58 


1,54 


1,35 


1.3 


dp 31 


1.07 . 


1.28 


.1,02 


1,04 


0.87 


dp 32 


0.79 


0.96 


0.7 


0.75 


0.6 


dp 33 


0.57 


0,69 


0.6 


0,51 


0;51 


dp 34 


0.36 


0,43 


0,39 


0,32 


0.34 


dp 35 


0.22 


0,22 


0,19 


0,17 


0.2 


Total 


100 


100 


99,99 


100,01 


99.98 



Tabelle 9: Die Tabelle enthalt eine Obersicht Qber die Anteile der einzelnen PeakflSchen des IHPAEC- 
Chromatogramms an der Gesamtpealcflache von Wildtyppflanzen (cv. Desiree), von 038VL008- und 
* 038V1107-Pflanzen (Kartoffelpflanzen* mit verminderter Aktivltat eines BEI-Protein6 und eine3 SSIII- 
5 Proteins) sowie von ausgewahlten Linien der Transformationen 108CF bzw. 110CF (Kartoffetpflanzen mit 
einer verringerten Mtivitat eines SSIII-Proteins und eines BEI-Proteins und eines BEII-Proteins). Die 
Anzahl der Glukosemcnomere in den einzelnen Seitenlcetten ist als dp angegeben. 
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Die sogenannte „Peak Chain Length", deren Wert sich aus der Bildung des Mittelwertes 
der beiden Kettenlangen (angegeben in DP) ergibt, die den groflten Anteil an der 
Gesamtflache unter den Peaks des HPAEC Chromatogramms ausmachen, liegt bei 
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entzweigtem Amylopektin von Wildtyppflanzen bel DP= 13 bei. 038VL-Pflanzen 
ebenfalls bei DP= 13 und bei den 108CF bzw. IIOCF-Pflanzen^ infi Durchschnitt bel 15. 

Setzt man die Peak Chain Lengtli der transgenen Pfianzen ins Verhaltnis zur Peak 
5 Chain Length von Amylopektin von Wildtyppflanzen. so erhalt man folgende Werte fiir 
das Peak Chain Length- Verhaltnis (PCL-Verhaltnis): 

PCL-VerhSttnIs fQr 038VL = 13/13 = 1 
PCL-Verh§ltnis fur 108/110CF = 15 / 13 = 1,15 
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Daruberhinaus wurde die Morphologle der Starkekomer dutch 
Rasterelektronenmikroskople (REM) untersucht: 

Die Oberflache der StSrkekomer von 108/1 10CF-Pflanzen erscheint belegt oder 
aufgerauht mit Porenbildung. 



15 Femer wurde die Komgrdaenbestimmung mit einem Fotosedimentometer des Typs 
"Lumosed" der Flmia Retsch GmbH, Deutschland durchgefuhrt. 
Die mittlere KomgroBe wuide von unbehandelten Starke-Proben bestimmt. (Tab. 3). 



mittiere KomgroBe [pm] 



Probe 


mittlere 




KomgroBe 


cv. Desiree 


29,7 


038VL008 


21,5 


108CF041 


20.8 


038VL107 


22.9 


110CF003 


20.7 



TabeUe W Werte der mittleren KomgrSBe von Starke, isollert aus Wildtyppflanzen (cv. Desiree). Pfianzen 
20 JSfSJTer veTn^^en Aktlvltat eines SSlll- und eines BEIf rotelns (038Vl^008. 038>^^^^^ 

Pfianzen mit einer verringerten Aktivitat eines SSlll- und eines BEI- und eines BEII-Protelns (108CF041. 
110CF003). 
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EPO- Munich 
20 

Patentanspruche . ' ^ Oei 2002 

1 . Pflanzenzelle, die genetisch modifiziert ist, wobei die genetische Modlfikation. zur 
Verringerung der Aktivitat eines oder mehrerer endogen In der Pflanzenzelle vor- 

5 kommenden SSIII-Proteine und zur Veningerung der Aktivitat eines oder mehrerer 
endogen in der Pflanzenzelle vorkommenden BEI-Proteine und zur Verringerung der 
Aktlvitit eines oder mehrerer endogen In der Pflanzenzelle vorkommenden BEII- 
Pioteine fOhrt Im Vergleich zu entsprechenden nicht genetisch modifizlerten Pflan- 
zenzellen von Wlldtyppflanzen. 

10 

2. Pflanzenzelle nach Anspruch 1 , wobel die genetische Modifikatlon in der ElnfQhrung 
eines oder mehrerer fremder NukleinsauremolekQIe besteht, deren Vorhandensein 
und/oder Expression zur Verringerung der Aktivitat von einem oder mehreren In der 
Pflanzenzelle vortcommenden SSIII-urid BEI- und BEII-Proteinen fiihrt Im Vergleich 

15 zu entsprechenden nicht genetisch modifizierten Pflanzenzellen von Wlldtyppflan- 
zen. 

Transgene Pflanzenzellen nach Anspruch 2, worin besagte flnemde Nukleinsaure- 
molekQIe ausgewahit sind aus der Gruppe bestehend aus 
DNA-MolekQIen, die mlndestens eIne-antisense-RNA codleren. welche eine 
Verringerung der Expresston von mlndestens eInem endogenen Gen bewirkt, das 
SSIII-Proteln(e) und/oder BEI-Protein(e) und/oder BEII-Proteln(e) codlerl; 
DNA-Molekulen, die Qber einen Cosuppressionsefl'ekt zu Veningerung der Expres- 
sion von mlndestens einem endogenen Gen fQhren. das SSIII-Protein(e) und/oder 
BEI-Proteln(e) und/oder BEII-Protein(e) codiert; 

DNA-Molekulen, die mlndestens ein Ribozym codleren, das spezlfisch Transkripte 
von mlndestens einem endogenen Gen spaltet. das SSIII-Protein(e) und/oder BEI- 
Proteln(e) und/oder BEII-Proteln(e) codiert; und 

Mittels In vivo-Mutagenese eingefuhrte NukleinsauremolekQIe, die zu einer Mutation 
Oder einer Insertion einer heterologen Sequenz in mlndestens einem endogenen 
SSIII-Prx>teln(e) und/oder BEI-Protein(e) und/oder BEII-Proteln(e) codlerenden Gen 
fuhren, wobel die Mutation oder Insertion eIne Vem'ngerung der Expression von 
mlndestens einem SSIII-Proteln(e) und/oder BEI-Proteln(e) und/oder BEII-Proteln(e) 
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codierenden Gen bewfrkt, oderdle Synthese von inaktiven SSHI- und/oder BEI- 
und/oder BEII-Proteinen zur Folge hat; 

e) DNA-Molekulen, die simuitan mindestens eine antisense-RNA und mindestens eine 
sense-RNA codieren, wobei besagte antisense-RNA und besagte sense-RNA ein 

S doppelstringiges RNA-Molel<QI ausbilden. das eine Verringenjng der Expression 
von mindestens einem endogenen Gen bewirkt, das SSIII-Protein(e) und/oder BEI- 
Proteln(e) und/oder BEII-P.rotein(e) codiert; 

f) DNA MolelcQien, die Transposons enthalten. wobei die Integration der Transposon- 
sequenzen zu einer Mutation oder einer Insertion in mindestens einem endogenen 

10 SSIII-Protein(e) und/oder BEI-Protein(e) und/oder BEII-Proteln(e) codierenden Gen 
fuhrt, welche eine Venringerung der Expression von mindestens einem SSIII-Pro- 
tein(e) und/oder BEI-Protein(e) und/oder BEII-Protein(e) codierenden Gen bewirkt, 
Oder die Synthese von inaktiven SSIII- und/oder BEI- und/oder BEll-Proteinen zur 
Folge hat; und/oder 

15 g) T-DNA MolekOle, die durch Insertion In mindestens einem endogenen SSIIi-Pro- 

teln(e) und/oder BEI-Proteln(e) und/oder BEII-Protein(e) codierenden Gen eine Ver- 
ringerung der Expression von mindestens einem SSIII-Protein(e) und/oder BEI-Pro- 
tein(e) und/oder BEII-Protein(e) codlererKien Gen bewirken, oder die Synthese von 
inaktiven SSIII- und/oder BEI- und/oder BEII-Protelnen zur Folge haben. 

20 , - . - 

4. Pflanzenzeile nach einem der AnsprOche 1 bis 3. die eine modlfizlerte St3rke Im 

VergleicH zu einer nicht genetisch modifizierten Wildtyp-Pflanzenzelle synthetislert. 

5. Pflanzenzeile nach Anspruch 4. wobei die modlfizlerte StSrke dadurch gekennzeich- 
25 net ist. dass sie 

a) einen Amylosegehalt von mindestens 30% enthalt, 

b) in Vergleich zu Starke aus entsprechenden nIcht genetisch modifizierten Wildtyp- 
Pflanzenzellen einen erhohten Phosphatgehalt aufweist und 

c) in der RVA Analyse im Vergleich zu nicht genetisch modifizierten Wildtyp-Pflanzen- 
30 zellen eine erhdhte Endviskositat aufweist. 

6. Pflanzenzeile nach Anspruch 4 oder 5. wobei die modlfizlerte Starke dadurch ge- 
kennzeichnet Ist, dass sie im Vergleich zur Starke aus nicht genetisch modifizierten 
Wiidtyp-Pflanzenzellen eine erhdhte Gelfestlgkeit aufweist. 
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7. Pflanzenzelle nach einem der Anspruche 4 bis 6, wobei die modifizierte Starke da- 
durch gekennzelchnet ist. dass sie im Verglelch zur Starke aus nicht genetisch 
modrfizlerten Wildtyp-Pflanzenzellen eine veranderte Seftenkettenvertellung 
und/oder eine veranderte Starkekommorphologie aufweist. 

8. Pflanze enthaltendPflanzenzellen nach einem der Anspruche 1 bis 7. 

9. Verfahien zur Hersteirung einer Pflanzenzelle, die eine modifizierte Starke synthe- 
10 tislert. umfassend die genetlsche Modifikatton der Pflanzenzelle, wobei die genetl- 

sche Modifikatlon zur Verrlngerung der Aktivitat eines Oder mehrererendogen in der 
Pflanzenzelle vorkommenden SSIII-Protelne und zur Veningerung der AkBvltat 
eines oder mehrerer endogen In der Pflanzenzelle vorkommenden BEI-Piotelne 
und zur Veningemng der Aktivitat eines oder mehrerer endogen in der Pflanzen- 
1 5 zelle vorkommenden BEII-Proteine fQhrt im Vergleich zu entsprechenden nicht 
genetisch modifizierten Pflanzenzellen von Wildtyp-Pflanzen. 

1 0. Verfahren zur Herstellung einer Pflanzenzelle gemaB Anspmch 9. die eine modifi- 
zierte Starke synthetisiert, worln die pflanzliche Zelle genetisch modifiziert wird 

20 durch die EinfQhmng eines Oder mehrerer fremderNuklelnsauremolekule,deren ^ 

Vorhandensein und/oder Expression zur Veningerung der Aktivitat von jeweils 
mindestens einem SSIII-, BEI- und BEII-Protein fQhrt Im Verglelch zu entsprechen- 
den nicht genetisch modifizierten Wildtyp-Pflanzenzellen. 

25 11. Verfahren nach Anspruch 9 oder 1 0. worin die modifizierte Starke dadurch gekenn- 
zelchnet ist, dass sie 

a) einen Amylosegehalt von mindestens 30% enthalt, 

b) im Vergleich zu Starke aus entsprechenden nicht genetisch modifizierten Wildtyp- 
Pflanzenzellen einen erhShten Phosphatgehalt autweist und 

30 c) in der RVA Analyse Im Vergleich zu Starke aus entsprechenden nicht genetisch 
modifizierten WiWtyp-Pflanzenzellen eine ertiohte Endviskosltat aulweist. 



12. Verfahren zur Heratellung einer genetisch modifizierten Pflanze, wobei 
a) eine Pflanzenzelle gemSli einem der Anspruche 9 bis 1 1 hergestellt wlrd; 
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b) aus Oder mit der gemaH a) hergestellten Pflanzenzelle eine Pflanze regeneriert 
wird; und 

c) gegebenenfalls aus der gemall Schritt b) erzeugten Pflanze weitere Pflanzen 
erzeugt werden. 

13. Verfahren zur Herstellung einer transgenen Pflanze gemaB Anspruch 12, die eine 
modifizierte Starke synthetisiert, worin 

a) eine pflanziiche Zelle genetiscli modifiziert wird durcli die EinfCihrung eines oder 
mehrerer frennder Nukleins§uremolel<Qie, deren Vorhandensein und/oder Expres- 
sion zur Verrlngerung der Aktivitat von Jeweiis mindestens einem SSIII-. BEI- und 
BEII-Protein fulirt im Vergleich zu entsprechenden nicht genetisch modifizierten 
Wikityp-Pflanzenzeilen: 

b) aus Oder mit der gemali a) iiergesteliten Zelle eine Pflanze regeneriert wird; und 

c) aus der gemaH Schritt b) erzeugten Pflanzen gegebenenfalls weitere Pflanzen er- 
zeugt werden; 

14. Verfahren nach Anspruch 12 odfer 13, worin die modifizierte StSrke dadurch ge- 
kennzeichnet ist, dass sie 

a) einen Amylosegehalt von mindestens 30% enthalt und 

b) im Vergleich zu Starke aus entsprechenden nicht genetisch modifizierten Wiidtyp 
Pflanzen einen erh5hten Phosphatgehalt aulweist und 

c) im Vergleich zu StSrice aus entsprechenden nicht genetisch modifizierten Wlkityp 
Pflanzen eine erhdhte Endviskositat in der RVA Analyse aufweist. 

15. Pflanze nach Anspruch 8 oder erhaltlich nach dem Verfahren gemafl einem der 
Anspruche 12 bis 14, die eine starkespeichemde Pflanze ist. 

16. Pflanze nach Anspruch 15, die eine Kartoffelpflanze ist 

17. Vemnehrungsmaterial von Pflanzen nach einem der Anspruche 8 oder 15 bis 16, 
enthaltend mindestens eine Pflanzenzelle nach einem der Anspruche 1 bis 7. 

18. VenA^endung eines oder mehrerer NukieinsduremolekOle, die Proteine mit der enzy- 
matischen Aktivitat von mindestens einem SSI 11-, mindestens einem BEI. und/oder 
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mlndestens einem BEII-ProteIn Oder deren Fragmente oodieren, zur Herstellung 
von Pflanzenzellen nach eInem der Anspruche 1 bis 7 oder von Pflanzen nach 
einem der AnsprOche 8 oder 15 bis 16. 

5 19. Verwendung eines oder melirerer Nul^leinsauremolelcule zur Herstellung von Pflan- 
zenzellen nach einem der Anspruche 1 bis 7 oder von Pflanzen nach einem der An- 
spruche 8 Oder 15 bis 16, wobei das fremde Nukleinsauremolekul oder die fremden 
NukleinsauremolekQIe ausgewShlt slnd aus der Gruppe bestehend aus : 

a) DNA-MolekQIen. die mlndestens eine antlsense-RNA codleren, welche eine Ver- 
io ringerung der Expression von mindestens einem endogenen Gen bewirict, das 

SSIII-Protein(e) und/oder BEI-Proteln(e) und /oder BEII-Proteln(e) codlert. 

b) DNA-Molekule, die uber einen Cosuppresslonseffekt zu Verringerung der Expres- 
sion von mlndestens einem endogenen Gen fuhren. das SSIII-Protein(e) und/oder 
BEI-Protein(e) und/oder BEII-Protein(e) codlert, 

15 c) DNA-Molekule, die mindestens ein Ribozym codleren, das spezifisch TranskrIpte 
von mlndestens einem endogenen Gen spaltet. das SSIII-Protein(e) und/oder BEI- 
Protein(e) und/oder BEII-Protein(e) codlert; 
d) Mittels in vivo Mutagenese eingefuhrte NukleinsauremolekQIe, die zu einer Muta- 
tion Oder Insertion eIner heterologen Sequenz In mlndestens einem endogenen 
20 SSIII- Protein(e) und/oder BEI-Profeln(e) und/oder BEII-Protein(e) codierenden 
Gen fuhren. wobei die Mutation oder Insertion eIne Veningenjng der Expression 
von mindestens einem SSIII-Protein(e) und/oder BEI-Protein(e) und/oder BEII- 
Protein(e) codierenden Gen bewirkt, oder die Synthese von Inakllven SSIII-Pro- 
telnen und/oder BEI-Proteinen und/oder BEII-Protelnen zur Folge hat; 
25 e) DNA-Molekule. die simultan mindestens eine antisense-RNA und mindestens eine 
sense-RNA codleren. wobei besagte antlsense-RNA und besagte sense-RNA ein 
doppelstrangiges RNA-Molekul ausbiiden. das eine Verringerung der Expression 
von mindestens einem endogenen Gen bewirkt. das SSIII-Proteine und/oder BEI- 
Proteine und/oder BEII-Proteine codlert; 
30 f) DNA MolekQIen, die Transposons enthalten. wobei die Integration der Transposon- 
sequenzen zu einer Mutation oder einer Insertion In mlndestens einem endogenen 
SSIII-PrDteln(e) und/oder BEI-Protein(e) und/oder BEII-Protein(e) codierenden Gen 
fQhrt, welche eine Veningenjng der Expression von mlndestens einem SSIII-Pro- 
tein(e) und/oder BEI-Proteln(e) und/oder BEII-Protein(e) codierenden Gen bewirkt, 
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Oder die Synthese von inaktiven SSIII- und/oder BEI- und/oder BEil-Proteinen zur 
Folge haben; und 

g) T-DNA Molekule, die durch Insertion in mindestens einem endogenen SSIII-Pro- 
teine und/oder BEI-Proteine und/oder BEII-Proteine codlerenden Gen eine Ver- 
5 ringerung der Expression von mindestens einem SSIII-Proteln(e) und/oder BEI- 

Protein(e) und/oder BEII-Protein(e) codlerenden Gen bewirken, oder die Synthese 
von inaktiven SSIII- und/oder BEI- und/oder BEII-Proteinen zur Folge haben. 

20. Zusammensetzung, enthaltend mindestens eines der in Anspruch 19 definierten 
10 NukleinsauremolekQIe, wobei das mindestens eine Nukleinsauremoiekul nach Ein- 

fuhrung in eine Pfianzenzelle zur Verringerung mindestens eines endogen in der 
l=^anzenzelle vorkommenden SSIil-Proteins und mindestens eines endogen in der 
Pfianzenzelle vorkommenden BEII-Proteins, und vorzugswelse weiterhin zur Ver- 
ringerung mindestens eines endogen in der Pfianzenzelle vorkommenden BEI- 
15 Proteins fuhrt. 

21. Zusammensetzung nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass das Vor- 
handensein des mindestens einen Nukieinsauremolekuis in den besagten i^an- 
zenzelien zur Verringerung der Aktlvitat von Jewells mindestens einem SSlii- und 

20 . . BEI und BEIi-Protein fuhrt im Vergleich zu entsprechenden nicht genetisch modifi- 
zierten Wildtyp-Pflanzenzelien. : 

22. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 20 bis 21 , wobei die Nukleinsaure- 
molekuie in einem rekomblnanten Nukleinsauremoiekul enthaiten sind. 

25 

23. VenA^endung einer Zusammensetzung nach einem der Anspruche 20 bis 22 oder 
enthaltend mindestens eines der in Anspruch 19 definierten Nukleinsauremolekule 
zur Herstellung einer Pfianzenzelle mit verringerter Aktlvitat eines oder mehrerer 
endogen in der l=^anzenzeile vorkommenden SSIil-Proteine und verringerter 

30 Aktlvitat eines oder mehrerer endogen in der Pfianzenzelle vorkommenden BEI- 
Proteine und verringerter Aktlvitat eines oder mehrerer endogen in der 
Pfianzenzelle vorkommenden BEII-Proteine, im Vergleich zu entsprechenden nicht 
genetisch modifizierten Pfianzenzellen von Wildtyppfianzen. 
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24. TransfoirnationssystemfurPflanzenzellen. enthattend mindestens ein Nuklein- 
sauremolekQI und mindestens eine Pflanzenzelle. wobei das mindestens eine 
Nukleinsauremolekul zur Verringeaing derAktivitatjeweils mindestens eines der 
endogen in der Pflanzenzelie vorkommenden SSIII-. BEI- und BE-ll-Protelne fuhrt. 
soweit diese nicht bereits durch eine vorherige genetlsche Modifikation der 
besagten Pflanzenzelle in Ihrer Aktivltat verringert wurden. 

25. WIrtszelle. enthaltend eine Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 20 bis 
22. 

26. WIrtszelle nach Anspruch 25, die eine transgene Pflanzenzelle enthaltend die Zu- 
sammensetzung nach eInem der Anspriiche 20 bis 22 ist 

27. Starke, erhaltlich aus Pflanzenzellen nach eInem der Anspruche 1 bis 7 Oder 26 
Oder aus einer Pflanze nach einem der Anspruche 8 oder 15 bis 16 Oder aus 
Vermehrungsmaterial nach Anspruch 17. 

28. StSrke nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet. dass sie 

a) einen Amylosegehalt von mindestens 30% enthait, 

b) In Verglelch zu Starke aus entsprechenden nIcht genetlsch modifizlerten Wiidtyp- 
Pflanzenzellen elnen erhdhten Phosphatgehaltaufweist und 

c) in der RVA Analyse Im Vergleich zu nicht genetlsch modifizlerten Wlkltyp-Pflanzen- 
zellen eine erhShte Endviskositsit aulwelst 

29. Starke nach Anspmch 27 oder 28. dadurch gekennzeichnet, dass sie im Verglelch 
zu Starke aus entsprechenden nicht genetlsch modifizlerten Wlldtyp-Pflanzenzellen 
eine verSnderte Seitenkettenverteilung aufweist. 

30. StSrke nach einem der Anspruche 27 bis 29. dadurch gekennzeichnet. dass die 
Starkekomer In Verglelch zu nicht genetlsch modifizierten Wildtyp-Pflanzenzeilen 
eine veranderte StSricekommorphologle und/oder eine veranderte mittlere 
StarkekomgroUe aufwelsen. 



31. Starke nach einem der Anspruche 27 bis 30, die eine Kartoffelstdrice ist 

32. Verfahren zur l-lerstellung einer Starl<e nachi einem der Anspruchie 27 bis 31 , um- 
fassend die Extraldion der Starl<e aus einer Pflanze nacii einem der Anspructie 8 

5 Oder 15 bis 1 6 und/oder aus starl^espeiciiemden Teilen einer solchen Pflanze 
und/oder aus einer Pflanzenzelle nach einem der AnsprQclie 1 bis 7 oder 26 
und/oder aus Vermehrungsmaterial nach Anspruch 1 7. 

33. Starke nach einem der AnsprQch&27 bis 31, erhaltlich dutch ein Verfahren nach 
10 Anspruch 32. 

34. Starke nach einem der Anspruch&.27 bis 31 oder 33, dadurch gekennzeichnet, 
dass sie mindestens eine der folgenden Eigenschaften aulweist: 

a) eine Endviskositat in der RVA-Analyse mit einer 6 %igen (w/w) Wassrigen Starke- 
15 suspension von mindestens 300 RVU, bevorzugt von mindestens 400 RVU, ins- 

besondere von mindestens 500. RVU; 

b) in der C6-Position der Glucosemonomere der Starke einen Phosphatgehait von 40 
bis 120 nmol, bevorzugt Von 60 bis 100 nmol, und insbesondere von 80 bis 100 
nmol C6-P pro mg Starke; 

20 c) in nativer Forni eine porose Oberflache der Starkekdmer. 

35. Verarbeitungsprodukt, insbesondere Nahrungs- oder Futtemnittel, Farbe, Klebstoff. 
Bau- Oder Dammstoff, enthaftend eine StSrke gemaB einem derAnspruche 27 bis 
31. 33 Oder 34. 

■25 

36. Starkehaitiger Teil einer F^anze gema& einem derAnspruche 8, 15 oder 16. 

37. Verfahren zur ly/Iodifikation der Starke einer Pflanze, umfassend das Verfahren zur 
tHerstellung einer Pflanze gemaH einem der Anspruche 12 bis 14 sowie die Gewin- 

30 nung von Starke aus der Pflanze oder starkehaltigen Teilen davon. 

38. Verfahren gemdH Anspruch 37. dadurch gekennzeichnet, dass die Modifikation der 
Starke umfasst: 

a) die Erhdhung des Amylosegehaltes der Stirke; 
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b) die Erhohung des Phosphatgehaltes der Starke, fnsbesondere auf einen Phosphat- 
gehalt in der C6-Positlon der Glucosemonomere der Starke von 40 bis 120 nmol, 
bevorzugt von 60 bis 10a nmol. und Insbesondere von 80 bis 100 nmol C6-P pro 
mg Starke; 

5 c) die Erhohung der Endviskosltat der Starke, insbesondere auf eine Endvlskosltat in 
der RVA-Analyse mit einer 6 %igen (w/w) wassrigen StSrkesuspenslon von 
mindestens 300 RVU. bevorzugt von mindestens 400 RVU. insbesondere von 
mindestens 500 RVU; 
d) die ErhShung der Gelfestigkeit der gelatinisierten StSrice urid/oder 

10 e) die Morphologle. Insbesondere die Oberflachenstruktur, Porositat und/oder Kom- 
grdfienverteilung der nativen Stirkekdmer. 



ePO-Mun/ch 

.20 

Jfll Oek. 2flf» 

Zusammenfassung , ^ . ^•^wc 

Die vorllegende Erfindung betrlfft eine Pflanzenzelle, die genetisch modifiziert ist, wobei 
die genetische Modlfikatlon zur Verringeaing der Aktivitat, sines oder mehrerer endogen 

5 in der Pflanzenzelle vorlcontimenden SSIII-Proteine und zur Vemngenjng der Aktivitat 
eines Oder mehrerer endogen In der Pflanzenzelle vorkommenden BEI-Protelne und zur 
Vemngerung der Aktivitat eines Oder metirerer endogen in der Pflanzenzelle 
vorkomrwenden BEII-Protelne fiihrt Im Verglelch zu entsprechenden nicht genetisch 
modlfizierten Pflanzenzelleh von Wildtyppflalnzen. Weitere Aspekte der Erfindung 

10 betreffen solche Pflanzenzellen enthaltende Pflanlen. ein Verfahren zur Herstellung der 
Pflanzenzellen und Pflanzen sowie die daraus erhdltllche Starke. 
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BCS 02 5002, ST25.txt 

SEQUENCE LISTING ^PO- Munich 

20 

Dez, 2082 

<110> Bayer CropScience GmbH 

<120> Pf lanzen, d£e eine Starke mit erhdhter Endviskositat 
synthetisieren 

<130> BCS 02 5002 

<160> 8 

<170> Patentin version 3.1 

<210> 1 

<211> 4167 

<212> DNA 

<213> Solanum tuberosum 
<220> 

<221> CDS 

<222> (207) .. (3899) 

<223> 

<300> 

<301> Abel,G.Jw Springer,?., Willmitzer, L. and Kossmann,J. 

<302> Cloning and functional analysis of a cDWA encoding a : 
139 kDa 
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BCS 02 5002.ST25.txt 

<303> Plant J. 

<304> 10 

<305> 6 

<306> 981-991 

<307> 1996 

<308> X944G0 

<309> 1995-12-22 

<313> (1)..(4167) 

<300> 

<308> EMBL / X94400 

<309> 1997-04-16 

<3i3> {1)..(4167) 



<400> 1 

ttttttaata gatttttaaa accccattaa agcaaatacg tatataattg cagcacagat 
60 

acagagaggg agagagaaag atagtgtgtt gatgaaggag aagagagata tttcacatgg 
120 

gatgttctat ttgattctgt ggtgaacaag agttttacaa agaacattcc tttttctttt 
180 

tttcttggtt cttgtgtggg tcagoc atg gat gtt cca ttt cca ctg cat aga 
233 



Met Asp Val Pro Phe Pro Leu His Arg 



cca ttg agt tgc aca agt gtc tec aat gca ata acc cac etc aag ate 
281 

Pro Leu Ser Cys Thr Ser Val Ser Asn Ala lie Thr His Leu Lys lie 
10 15 20 25 
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BCS 02 5002.ST25.txt 
aaa cct ttn ctt ggg ttt gtc tct cat gga acc aca agt eta tea gta 

Lyf Pro Ehe Leu Gly Phe Val Ser His Gly Thr The Ser Leu Ser Val. 

30 • . 35 40 

caa tct tct tea tgg agg aag gat gga atg gtt act ggg gtt tea ttt 
Gln"'Lr ser Ser Trp Arg Lys Asp Gly Met Val Thr Gly Val Ser Phe 
45 50 

cca ttt tgt gca aat etc teg gga aga aga egg aga aaa gtt tea act 
Pro^Phe cys Ala Asn Leu Ser Gly Arg Arg Arg Arg_Lys Val Ser Thr 
60 65 70 

act agg agt caa gga tet tea cet aag ggg ttt gtg cca agg aag ecc 
Th^Arg Ser Gin Gly Ser Ser Pro Lys Gly Phe Val Pro Arg Lys Pro 



75 



80 85 



tea ggg atg age aog caa aga aag gtt eag aag age aat ggt gat aaa 
Ser^Gly Met Ser Thr Gin Arg Lys Val Gin Lys Ser Asn .Gly Asp Lys 
90 95 100 105 



gaa agt caa agt act tea aea tct aaa gaa tct gaa att tec aae cag 
Glu^Ser Gin Ser Thr Ser Thr Ser Lys Glu Ser Glu He Ser Asn Gin 

110 115 120 



aag acg gtt gaa gea aga gtt gaa act agt gac gat gac act aaa gta 

6 1 *7 

Lys Thr Val Glu Ala Arg Val Glu Thr Ser Asp Asp Asp Thr Lys Val 
125 130 135 



gtg gtg agg gac cae aag ttt ctg gag gat gag gat gaa ate aat ggt 

3U Glu A 
Seite 3 
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Val Val Arg Asp His Lys Phe Leu Glu Asp Glu Asp Glu He Asn Gly 



140 



BCS 02 5002.. BT25.txt 
145 



150 



tct act aaa tea ata agt atg tea cct gtt cgt gta tea tct caa ttt 
713 

Ser Thr Lys Ser lie Ser Met Ser ProjVal Arg Val Ser Ser Gin Pke 



155 



160 



165 



gtt gaa agt gaa gaa act ggt ggt gat gac aag gat get gta aag tta 
761 

Val Glu Ser Glu Glu Thr Gly Gly Asp Asp Lys Asp Ala Val Lys Leu 



170 



175 



180 



185 



aac aaa tea aag aga teg gaa gag agt gat ttt eta att gat tct gta 
809 

Asn Lys Ser Lys Arg Ser Glu Glu Ser I Asp Phe Leu He Asp Ser Val 

190 1 195 200 



ata aga gaa caa agt gga tct cag ggg gaa act aat gee agt age aag 
857 

He Arg Glu Gin Ser Gly. Ser Gin Gly I Glu Thr Asn Ala Ser Ser Lys 



205 



210 



215 



gga age cat get gtg ggt aca aaa ctt| tat gag ata ttg cag gtg gat 
905 

Gly Ser His Ala . Val Gly Thr Lys Leu| Tyr Glu He Leu Gin Val Asp 

220 225 I 230 

gtt gag cea caa caa ttg aaa gaa aatl aat get ggg aat gtt gaa tac 

953 

Val Glu Pro Gin Gin Leu Lys Glu Asn| Asn Ala Gly Asn Val Glu Tyr 
235 240 I 245 



aaa gga cct gta gca agt aag eta ttg gaa att act aag get agt gat 
1001 

Lys Gly Pro Val Ala Ser Lys Leu Led Glu He Thr Lys Ala Ser Asp 



250 



255 



260 



265 
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gtg gaa cac act gaa age aat gag att gat gac tta gac act aat agt 
Val^Glu His Thr Glu Ser Asn Glu lie Asp Asp Leu Asp Thr Asn Ser 



210 



275 280 



ttc ttt aaa tea gat tta att gaa gag gat gag cca tta get gca gga 
pie^he Lys Ser Asp Leu He Glu Glu Asp Glu Pro Leu Ala Ala Gly 
. 285 290 295 

aca gtg gag act gga gat tct tct eta aac tta aga ttg gag atg gaa 
Thr^Val Glu Thr Gly Asp Ser Ser Leu Asn Leu Arg Leu Glu Met Glu 
300 305 310 

gca aat eta egt agg cag get ata gaa agg ctt gee gag gaa aat tta 

X 1 9 3 

Ala Asn Leu Arg Arg Gin Ala Xle Glu Arg Leu Ala Glu Glu Asn Leu 



315 



320 325 



ttg caa ggg ate aga tta ttt tgt ttt cca gag gtt gta aaa ect gat 
Leu Gin Gly He Arg Leu Phe Cys Phe Pro Glu Val val Lys Pro Asp 
330 335 340 345 



gaa cat gtc gag ata ttt ctt aac aga ggt ctt tee act ttg aag aat 
Glu^Asp val Glu He Phe Leu Asn Arg Gly Leu Ser Thr Leu Lys Asn 

350 355 .360 

gag tet gat gtc ttg att atg gga get ttt aat gag tgg egc tat agg 
1337 

Glu Ser Asp Val Leu He Met Gly Ala Phe Asn Glu Trp Arg Tyr Arg 
365 370 375 

tet ttt act aca agg eta act gag act cat etc aat gga gat tgg tgg 
1385 
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Ser Phe Thr Thr Axg Leu Thr Glu Thr His Leu Asn Gly Asp Trp Trp 

380 ... 385 390 

tct tgc aag ate cat gtt ccc aag gaa gca tac agg get gat ttt gtg 

1433 . 
Ser Cys Lys He His Val Pro Lys Glu Ala Tyr Arg Ala Asp Phe Val 

395 400 40S 

ttt ttt aat gga caa gat gtc tat gac aac aat gat gga aat gac ttc 
1481 

Phe Phe Asn Gly Gin Asp Val Tyr Asp Asn Asn Asp Gly Asn Asp Phe 

410 415 420 425 

agt ata act gtg aaa ggt ggt atg caa ate att gac ttt gaa aat ttc 
1529 

Ser He Thr Val Lys Gly Gly Met Gin He He Asp Phe Glu Asn Phe 

430 435 440 

ttg ctt gag gag aaa tgg aga gaa cag gag aaa ctt get aaa gaa caa 
1577 

Leu Leu Glu Glu Lys Trp Arg Glu Gin Glu Lys Leu Ala Lys Glu Gin 
445 450 455 

get gaa aga gaa aga eta gcg gaa gaa eaaaga cga ata gaa gca gag 
1625 

Ala Glu Arg Glu Arg Leu Ala Glu Glu Gin Arg Arg He Glu Ala Glu 
460 465 470 

aaa get gaa att gaa get gac aga gca caa gca aag gaa gac get gca 
1673 J. ^. - 3 

Lys Ala Glu He Glu Ala Asp" Arg Ala Gin Ala Lys Glu Glu Ala Ala 
475 480 485 

*1721^^ gta ttg cga gaa ttg atg gta aaa gee acg aag act 

Lys Lys Lys Lys Val Leu Arg Glu Leu Met Val Lys Ala Thr Lys Thr 

495 500 ' 505 
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cgt gat ate acg tgg tac ata gag cca agt gaa ttt aaa tgc gag gac 

Arg^Lp rie Thr Trp Tyr lie Glu Pro Ser Glu Ehe Lys Cys Glu Asp 

510 515 520 



aag gtc agg tta tac tat aac aaa agt tea ggt cct etc tec cat get 
Lys^Val Arg Leu Tyr Tyr Asn Lys Ser Ser Gly Pro Leu Ser His Ala 
525 S30 535 



aag gac ttg tgg ate cac gga gga tat aat aat tgg aag gat ggt ttg 
Lys^Asp Leu Trp He His Gly Gly Tyr Asn Aan Trp Lys Asp Gly Leu 



540 



545 550 



tct att gtc aaa aag ctt gtt aaa tct gag aga ata gat ggt gat tgg 
Servile Val Lys Lys Leu Val Lys Ser Glu Arg He Asp Gly Asp Trp 
555 560 565 



tgg tat aca gag gtt gtt att cct gat cag gca ctt ttc ttg gat tgg. 
Trp Tyr Thr Glu Val Val lie Pro Asp Gin Ala Leu Phe Leu Asp Trp 
570 575 . 580 585 



gtt ttt get gat ggt cca ccc aag cat gcc att get tat gat aac aat 

2009 

val Fhe Ala Asp Gly Pro Pro Lys His Ala He Ala Tyr Asp Asn Asn 

590 595 600 



cac cgc caa gac ttc cat gcc att gtc ccc aac cac att ccg gag gaa 
His^Arg Gin Asp Phe His Ala He Val Pro Asn His He Pro Glu Glu 
60S 610 615 



tta tat tgg gtt gag gaa gaa cat cag ate ttt aag aca ctt cag gag 
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2105 
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Leu Tyr Trp Val Glu Glu Glu His Gin He Phe Lys Thr Leu Gin Glu 



620 



625 



630 



gag aga agg ctt aga gaa gcg get ktg cgt get aag gtt gaa aaa aca 
2153 

Glu Arg Arg Leu Arg Glu Ala Ala k&t Arg Ala Lys Val Glu Lys Thr 



635 



640 



645 



gca ctt ctg aaa act gaa aca aag baa aga act atg aaa tea ttt tta 
2201 

Ala Leu Leu Lys Thr Glu Thr Lys IgIu Arg Thr Met Lys Ser Phe Leu 



650 



655 



660 •• 



6155 ~ 



ctg tct cag aag cat gta gta tat Uct gag cct ctt gat ate caa get 

2249 . 
Leu Ser Gin Lys His Val Val Tyr bhr Glu Pro Leu Asp He Gin Ala 



670 



675 



680 



gga age age gtc aca gtt tac tat aat ccc gcc aat aca gta ctt aat 

2297 ' 

Gly Ser Ser Val Thr Val Tyr Tyr jAsn Pro Ala Asn Thr Val Leu Asn 

685 1690 695 



ggt aaa cct gaa att tgg ttc aga tgt tea ttt aat cgc tag act cac 

2345 ^ 
Gly Lys Pro Glu He Trp Phe Arg Cys Ser Phe Asn Arg Trp Thr His 



700 



705 



cgc ctg ggt cca ttg cca cct cag 
2393 

Arg Leu Gly Pro Leu Pro Pro Gin 



715 



720 



ace cat gtc aga gca act gtg aag 
2441 

Thr His Val Arg Ala Thr Val Lys 



710 

aaa atg teg cct get gaa aat ggc 
Lys Met Ser Pro Ala Glu Asn Gly 
725 

gtt cca ttg gat gca tat atg atg 
Val Pro Leu Asp Ala Tyr Met Met 
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730 735 . 740 745 



gat ttt gta ttt tec gag aga gaa gat ggt ggg att ttt gac aat aag 
24 89 

Asp Phe Val Phe Ser Glu Arg Glu Asp GLy Gly He Phe Asp Asn I*ys 

750 755 760 



age gga atg gac tat cac ata cot gtg ttt gga gga gtc get aaa gaa 
Ser GLy Met Asp Tyr His He Pro Val Phe Gly Gly Val Ala Lys Glu 
765 770 775 



cct cca atg cat att gtc cat att get gtc gaa ^tg gca cca att gca 
Pro^Pro Met His He Val His lie Ala Val Glu Met Ala Pro He Ala 
780 785 790 

aag gtg gga ggc ctt ggt gat gtt gtt act agt ctt tec cgt get gtt 

2 633 

Lys Val Gly Gly Leu Gly Asp Val Val Thr Ser Leu Ser Arg Ala Vai 



795 



800 805 



caa gat tta aac cat aat gtg gat att ate tta cct aag tat gac tgt 

2 68 1 

Gin Asp Leu Asn His Asn Val Asp lie He Leu Pro Lys Tyr Asp Cys 



810 815 



820 825 



ttg aag atg aat aat gtg aag gac ttt egg ttt cac aaa aac tae ttt 
2729 

Leu Lys Met Asn Asn Val Lys Asp Phe Arg Phe His Lys Asn Tyr Phe 

830 835 840 



tgg ggt ggg act gaa ata aaa gta tgg ttt gga aag gtg gaa ggt etc 
2777 

Trp Gly Gly Thr Glu He Lys Val Trp Phe Gly Lys Val Glu Gly Leu 
845 850 855 
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teg gtc tat ttt ttg gag cct caa aac ggg tta ttt teg aaa ggg tgc 

2825 

Ser Vai Tyr Phe Leu Glu Pro Gin Asn.Gly Lew Pbe Ser Lys Gly Cys 



860 



865 



870 



gtc tat ggt tgt age aat gat ggt gaa cga ttt ggt ttc ttc tgt cac 
2873 

Val Tyr Gly Cys Ser Asn Asp Gly Glu Arg Phe Gly Phe Phe Cys His 



875 



880 



885 



gcg get ttg gag ttt ctt ctg caa ggt gga ttt agt ccg gat ate att 
2921 

Ala Ala Leu Glu Phe Leu Leu Gin Gly Gly Phe Ser Pro Asp lie lie 



890 



895 



900 



905 



cat tgc eat gat tgg tct agt get cct gtt get tgg etc ttt aag gaa 
2969 

His Cys His Asp Trp Ser Ser Ala Pro Val Ala Trp Leu Phe Lys Glu 



910 



caa tat aca cac tat ggt eta 
3017 

Gin Tyr Thr His Tyr Gly Leu 
925 



cat aat ctt gaa ttt ggg gca 
3065 

His Asn Leu Glu Phe Gly Ala 
940 



gca gac aaa get aca aea gtt 
3113 

Ala Asp Lys Ala Thr Thr Val 



915 



920 



955 



960 



gga aac cct gta att gcg cct 
3161 

Gly Asn Pro Val He Ala Pro 



age aaa tct cgt ata gtc ttc acg ata 
Ser Lys Ser Arg He Val Phe Thr He 

930 935 

gat etc att ggg aga gca atg act aac 
Asp Leu He Gly Arg Ala Met Thr Asn 
945 950 

tea cea act tac tea cag gag gtg tct 
Ser Pro Thr Tyr Ser Gin Glu Val Ser 

965 

cac ctt cac aag ttc cat ggt ata gtg 

His Leu His Lys Phe His Gly He Val 
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970 975 980- 985 

aat ggg att gac cca gat att tgg gat cct tta aac gat aag ttc att 

3209 

Asn Gly He Asp Pro Asp He Trp Asp Pro Leu Asn Asp Lys Phe lie. 

990 995 1000 

ccg att ccg tac acc tea gaa aac gtt gtt gaa ggc aaa aca gca 
Profile Pro Tyr Thr Ser Glu Asn Val Val Glu Gly Lys Thr Ala 
1005 1-010 ^^^^ 

gcc aag gaa get ttg cag cga aaa ctt gga ctg aaa cag get gac 
3299 

Ala Lys Glu Ala Leu Gin Arg Lys Leu Gly Leu Lys Gin Ala. Asp 



1020 



1025 1030 



ctt cct ttg gta gga att ate ace cgc tta act cac eag aaa gga 

Leu'^Pro Leu Val Gly He He Thr Arg Leu Thr His Gin Lys Gly 
X035 1040 1045 

ate cac etc att aaa cat get att tgg cgc acc ttg gaa egg aac 

Ili^His Leu He Lys His Ala He Trp Arg Thr Leu Glu Arg Asn 



1050 



1055 1060 



gga cag gta gtc ttg ett ggt tet get cct gat cct agg gta caa 
Gly^Gln Val Val Leu Leu Gly Ser Ala Pro Asp Pro Arg Val Gin 



1065 



1070 1075 



aac gat ttt gtt aat ttg gca aat caa ttg cac tec aaa tat aat 
3479 

Asn Asp Phe Val Asn Leu Ala Asn Gin Leu His Ser Lys Tyr Asn 
1080 1085 1090 
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gac cgc gca cga etc tgt eta aca tat gac gag cca ctt tct cac 
3524 

Asp Arg Ala Arg leu Cys Leu Thr Tyr Asp Glu Pro Leu Ser His 
1095 ■ 1100 1105 



ctg ata tat get ggt get gat ttt att eta gtt eet tea ata ttt 
3569 

Leu lie Tyr Ala Gly Ala Asp Phe lie Leu Val Pro Ser lie Phe 
1110 1115 1120 



gag eea tgt gga eta aca caa ctt acc get atg aga tat ggt tea 

3614 

Glu Pro Cys Gly Leu Thr Gin Leu Thr. -Ala Met Arg.. Tyr. Gly.. Ser 
1125 1130 1135 



att cca gtc gtg egt aaa act gga gga ctt tat gat act gta ttt 
3659 

He Pro Val Val Arg Lys Thr Gly Gly Leu Tyr Asp Thr Val Phe 
1140 1145 IISO 



gat gtt gac cat gac aaa gag aga gca caa cag tgt ggt ctt gaa 
3704 

Asp Val Asp His Asp Lys Glu Arg Ala Gin. Gin Cys Gly Leu Glu 
1155 1160 , 1165 



cca aat gga ttc age ttt gat gga gca gat get ggc gga gtt gat 
3749 

Pro Asn Gly Phe Sier Phe Asp Gly Ala Asp Ala Gly Gly Val Asp 
1170 1175 1180 



tat get ctg aat aga get etc tct get tgg tac gat ggt egg gat 
3794 

Tyr Ala Leu Asn Arg Ala Leu Ser Ala Trp Tyr Asp Gly Arg Asp 
1185 1190 1195 



tgg ttc aac tct tta tgc aag cag gtc atg gaa caa gat tgg tct 
3839 
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Trp Phe Asn Ser Leu Cys Lys Gin Val Met Glu Glrx Asp Trp Ser 



1200 



1205 1210 



tgg aac cga cct get ctt gat tat- ttg gag ctt tac cat get get 
Trp^Asn Arg Pro Ala Leu Asp Tyr Leu Glu Leu Tyr His Ala Ala 
1215 1220 1225 

aga aag tta gaa tag ttagtttgtg agatgctagc agaaaaattc acgagatctg 

3939 
Arg Lys Leu Glu 

1230 

caatctgtac aggttcagtg tttgcgtctg gacagctttt ttatttccta tatcaaagta 
3999 

taaatcaagt ctacactgag atcaatagca gacagtcctc agttcatttc attttttgtg 
4059 

caacatatga aagagcttag cctctaataa tgtagtcatt gatgattatt tgttttggga 
4119 

agaaatgaga aatcaaagga tgcaaaatac tctgaaaaaa aaaaaaaa^ 
4167 

<210> 2 

<211> 1230 

<212> PRT 

<213> Solanum tuberos\Jim 



<400> 2 

Met ASP Val Pro Phe Pro Leu His Arg Pro Leu Ser Cys Thr Ser Val 
15 10 15 

Ser Asn Ala He Thr His Leu Lys He Lys Pro Phe Leu Gly Phe Val 
20 25 30 
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Ser His Gly Thr Thr Ser Leu Ser Val Gin Ser Ser Ser Trp Arg Lys 
35 40 45 



Asp Gly Met Val Thr Gly Val Ser Phe Pro Phe Cys Ala Asn Leu Ser- 
50 55 60 



Gly Arg Arg Arg Arg Lys Val Ser Thr Thr Arg Ser Gin Gly Ser Ser 
65 70 75 80 

Pro Lys Gly Phe Val Pro Arg Lys Pro Ser Gly Met Ser Thr Gin Arg 

85 90 95 



Lys Val Gin Lys Ser Asn Gly Asp Lys Glu Ser Gin Ser Thr Ser Thr 
• • 100 105 110 



Ser Lys Glu Ser Glu He Ser Asn Gin Lys Thr Val Glu Ala Arg Val 
115 120 125 . 



Glu Thr Ser Asp Asp Asp Thr Lys Val Val Val Arg Asp His Lys Phe 
130 135 140 



Leu Glu Asp Glu Asp Glu . lie Asn Gly Ser Thr Lys Ser lie Ser Met 

145 150 155 160 

Ser Pro Val Arg Val Ser Ser Gin Phe Val Glu Ser Glu Glu Thr Gly 

165 • ' 170 ' 175 

Gly Asp Asp Lys Asp Ala Val Lys Leu Asn Lys Ser Lys Arg Ser Glu 
180 185 190 

Glu Ser Asp Phe Leu He Asp Ser Val He Arg Glu Gin Ser Gly Ser 
195 200 205 

Gin Gly Glu Thr Asn Ala Ser Ser Lys Gly Ser His Ala Val Gly Thr 
210 215 220 

Lys Leu Tyr Glu He Leu Gin Val Asp Val Glu Pro Gin Gin Leu Lys 

225 230 235 240 



Seite 14 



BCS 02 5Q02.ST25.txt 
Glu Asn Asn Ala Gly Asn Val Glu Tyr Lys Gly Pro VaL Ala Ser Lys 

245 250 255 

Leu Leu Glu He Thr Lys Ala Ser Asp Val Glu His Thr. Glu Ser Asn 
260 265 270 

Glu He Asp Asp Leu Asp Thr Asn Ser Phe Phe Lys Ser Asp Leu lie 
275 280 285 

Glu Glu Asp Glu pro Leu Ala Ala Gly Thr Val Glu Thr Gly Asp Ser 
290 295 300 

ser Leu Asn Leu Arg Leu Glu Met Glu Ala Asn Leu Arg Arg Gin Ala 
305 310 . 315 • 320 

He Glu Arg Leu Ala Glu Glu Asn Leu Leu Gin Gly He Arg Leu Phe 

325 330 335 

Cvs Phe Pro Glu Val Val Lys Pro Asp Glu Asp Val Glu He Phe Leu 
' 340 345 350 

Asn Arg Glv Leu Ser Thr Leu Lys Asn Glu Ser Asp Val Leu He Met 
355 360 365 

Gly Ala Phe Asn Glu Trp Arg Tyr Arg Ser Phe Thr Thr Arg Leu Thr 
370 375 380 

Glu Thr His Leu Asn Gly Asp Trp Trp Ser Cys Lys He His Val Pro 
385 390 395 400 

Lys Glu Ala Tyr Arg Ala Asp Phe Val Phe Phe Asn Gly Gin Asp Val 

405 410 415 

Tyr Asp Asn Asn Asp Gly Asn Asp Phe Ser He Thr Val Lys Gly Gly 
420 425 430 

Met Gin He He Asp Phe Glu Asn Phe Leu Leu Glu Glu Lys Trp Arg 
435 440 445 
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Glu Gin Glu Lys Leu Ala Lys Glu Gin Ala Glu Arg Glu Arg Leu Ala 
450 455 460 



Glu Glu Gin Arg Ayg lie Glu Ala Glu Lys Ala Glu lie Glu Ala Asp 
465 470 475 480 

Arg Ala Gin Ala Lys Glu Glu Ala Ala Lys Lys Lys Lys Val Leu Arg 

485 490 495 



Glu Leu Met Val Lys Ala Thr Lys Thr Arg Asp lie Thr Trp Tyr He 
500 SOS 510 

Glu Pro Ser Glu Phe Lys Cys Glu Asp Lys Val Arg Leu Tvr Tyr Asn 
515 520 525 



Lys Ser $er Gly Pro Leu Ser His Ala Lys Asp Leu Trp He His Gly 
530 535 540 

Gly Tyr Asn Asn Trp Lys Asp Gly Leu Ser He Val Lys Lys Leu Val 
545 550. 555 560 

Lys Ser Glu Arg He Asp Gly Asp Trp Trp Tyr Thr Glu Val Val He 

565 570 575 

Pro Asp Gin Ala Leu Phe Leu Asp Trp Val Phe Ala Asp Gly Pro Pro 
580 585 590 



Lys His Ala He Ala Tyr Asp Asn Asn His Arg Gin Asp Phe His Ala 
595 600 605 



He Val Pro- Asn His He Pro Glu Glu Leu Tyr Trp Val Glu Glu Glu 
610 615 620 

His Gin He Phe Lys Thr Leu Gin Glu Glu Arg Arg Leu Arg Glu Ala 
625 630 635 640 



Ala Met Arg Ala Lys Val Glu Lys Thr Ala Leu Leu Lys Thr Glu Thr 

645 650 655 
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Lys Glu Arg Thr Met Lys Ser Phe Leu Leu Ser Gin Lys His Val Val 
660 

Tyr Thr Glu Pro Leu Asp He Gin Ala Gly Ser Ser Val Thr Val Tyr 
675 680 685 

Tyr Asn Pro Ala Asu Thr Val Leu Asn Gly Lys Pro Glu lie Trp Phe 
690 695 



Arg Cys Ser Phe Asn Arg Trp Thr His Arg Leu Gly Pro Leu Pro Pro 
705 "^10 

Gin Lys Met Ser Pro Ala Glu Asn Gly Thr His Val Arg Ala Thr Val 

725 "^30 'J^ 



Lys Val Pro Leu Asp Ala Tyr Met Met Asp Phe Val Phe Ser Glu Arg 
740 745 '^^^ 

Glu Asp Gly Gly He Phe Asp Asn Lys Ser Gly Met Asp Tyr His He 
755 ''^O '^^ 

Pro val Phe Gly Gly val Ala Lys Glu Pro Pro Met His He Val -His 
770 ' 775 ^80 

lie Ala val Glu Met Ala Pro He Ala Lys Val Gly Gly Leu Gly Asp 

Val val Thr Ser Leu Ser Arg Ala Val Gin Asp Leu Asn His Asn Val 

805 810 815 

Asp He He Leu Pro Lys Tyr Asp Cys Leu Lys Met Asn Asn Val Lys 
820 825 830 

Asp Phe Arg Phe His Lys Asn Tyr Phe Trp Gly Gly Thr Glu He Lys 
835 840 845 

Val Trp Phe Gly Lys Val Glu Gly Leu Ser Val Tyr Phe Leu Glu Pr6 
850 855 860 
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Gin Asn Gly Leu Phe Ser Lys Gly Cys Vai Tvr Gly Cys Ser Asn Asp 
865 870 .875 880 

Gly Glu Arg Phe Gly Phe Phe Cys His Ala Ala Leu Glu Phe Leu Leu 

885 890 895 

Gin Gly Gly Phe Ser Pro Asp lie He His Cys His Asp Trp Ser Ser 
900 -905 910 

Ala Pro Vai Ala Trp Leu Phe Lys Glu Gin Tyr Thr His Tyr Gly Leu 
915 920 925 

Ser Lys Ser Arg He Vai Phe Thr He His Asn Leu Glu Phe Gly Ala 
930 ' • 935 940 

Asp Leu He Gly Arg Ala Met Thr Asn Ala Asp Lys Ala Thr Thr Vai 
945 950 955 960 

Ser Pro Thr Tyr Ser Gin Glu Val Ser Gly Asn Pro Vai He Ala Pro 

965 ' 970 975 

His Leu His Lys Phe His Gly lie Val Asn Gly He Asp Pro Asp He 
980 985 990 

Trp Asp Pro Leu Asn Asp Lys Phe He Pro He Pro Tyr Thr Ser Glu 
995 1000 1005 

Asn Val Val Glu Gly Lys Thr Ala Ala Lys Glu Ala Leu Gin Arg 
1010 1015 1020 

Lys Leu Gly Leu Lys Gin Ala Asp Leu Pro Leu Val Gly He He 
1025 1030 1035 

Thr Arg Leu Thr His Gin Lys Gly He His Leu He Lys His Ala 
1040 1045 1050 

He Trp Arg Thr Leu Glu Arg Asn Gly Gin Val Val Leu Leu Gly 
1055 1060 1065 
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ser ALa Pro Asp Pro Arg Val Gin Asn Asp Phe Val Asn Leu Ala- 
1070 1075 1080 

Asn Gin Leu His Ser Lys Tyr Asn Asp Arg Ala Arg Leu Cys Leu 
1085 1090 1095 

Thr Tyr Asp Glu Pro Leu Ser His Leu He Tyr Ala Gly Ala Asp 
1100 1105 1110 

Phe He Leu Val Pro Ser He Phe Glu Pro Cys Gly^ Leu Thr Gin. 
1115 1120 1125 

Leu Thr Ala Met Arg Tyr Gly Ser He Pro Val Val Arg Lys Thr 
1130 1135 1140 

Glv Gly Leu Tyr Asp Thr Val Phe Asp Val Asp His Asp Lys Glu 
1145 1150 1155 

Arg Ala Gin Gin Cys Gly Leu Glu Pro Asn Gly Phe Ser Phe Asp 
1160 1165 1170 

Gly Ala Asp Ala Gly Gly Val Asp Tyr Ala Leu Asn Arg Ala Leu 
1175 1180 1185 

Ser Ala Trp Tyr Asp Gly Arg Asp Trp Phe Asn Bar Leu Cys Lys 
1190 1195 1200 

Gin val Met Glu Gin Asp Trp Ser Trp Asn Arg Pro Ala Leu Asp 
1205 1210 1215 

Tyr Leu Glu Leu Tyr His Ala Ala Arg Lys Leu Glu 
1220 1225 1230 



<210> 3 

<211> 61 

<212> PRT 

<213> Solanum tuberosum 
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<4ao> 3 



Arg Ser Phe Thr Thr Arg Leu Thr Glu Thr His Leu Asn Gly Asp Trp 
15 10 15 

Trp Ser Cys Lys lie His Val Pro Lys Glu Ala Tyr Arg Ala Asp Phe 
20 25 30 

Val Phe Phe Asn Gly Gin Asp Val Tyr Asp Asn Asn Asp Gly Asn Asp 
35 . 40 45 



Phe Ser lie Thr Val Lys Gly Gly Met Gin lie lie Asp 
50 55 60 



<210> 4 

<211> 1641 

<212> DNA 

<213> Solanum tiaberosum 



<400> 4 

atgaagcaca gttcagctat ttccgctgtt ttgaccgatg acaattcgac aatggcaccc 
60 

ctagaggaag atgtcaacac tgaaaatatt ggcctcctaa atttggatcc aactttggaa 
120 

ccttatctag atcacttcag acacagaatg aagagatatg tggatcagaa aatgctcatt 
180 

gaaaaatatg agggacccct tgaggaattt • gctcaaggtt atttaaaatt tggattcaac 
240 

agggaagatg gttgcatagt ctatcgtgaa tgggctcctg ctgctcagga agcagaagtt 
300 

attggcgatt tcaatggtag gaacggttct aaccacatga tggagaagga ccagtttggt 
360 

gfcttggagta ttagaattco tgatgttgac agtaagccag tcattccaca caactccaga 
420 
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gttaagtttc gtttcaaaca 
480 

aagtatgcca ctgcagacgc 
540 

ccaccacctt cagaaaggta 
600 

cgaatctacg aagcacatgt 
660 

gagtttgcag atgatgtttt 
120 

atggccataa tggaacattc 
780 

gctgtgagca atagatatgg 
840 

agcttgggtt tacaggttct 
900 

gatggcctca atggctttga 
960 

gagcgagggt accataagtt 
1020 

cttcgtttcc ttctttccaa 
1080 

cgatttgatg gaataacttc 
1140 

ggaaactata atgagtattt 
1200 

ttggccaata atctgattca 
1260 



tctggtatgc cgggccttag 
1320 

ctggcaatgg caatcccaga 
1380 

tggtccatga aggaagtaac 
1440 

gcatatgcgg agagccatga 
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tggtaatgga gtgtgggtag 

cacaaagttt gcagcaccat 

ccacttcaaa taccctcgcc 

cggcatgagc agctctgagc 

acctcggatt aaggcaaata 

ttactatgga tcatttggat 

aaacccggag gacctaaagt 

ggtggatgta gttcacagtc 

tattggccaa ggttctcaag 

gtgggatagc aggctgttca 

cttgaggtgg tggctagaag 

tatgctgtat gttcatcatg 

cagcgaggct acagatgttg 

caagattttc ccagacgcaa 

ccggcctgtt tctgagggag 

taagtggata gattatttaa 

atcgagtttg acaaatagga 

tcagtctatt gtcggtgaca 
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atcgtatccc tgcttggata 
atgatggtgt ctactgggac 
ctcccaaacc ccgagcccca 
cacgtgtaaa ttcgtatcgt 
actataatac tgtccagttg 
atcatgttac aaactttttt 
atctgataga taaagcacat 
atgcaagcaa taatgtcact 
aatcctactt tcatgctgga 
actatgccaa t-tgggaggtt 
agtataactt tgacggattt 
gaatcaatat gggatttaca 
atgctgtggt ctatttaatg 
ctgttattgc cgaagatgtt 
gaattggttt tgattaccgc 
agaaHaagaa tgatgaagat 
gatatacaga gaagtgtata 
agaccattgc atttctccta 
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1500 

atgaacaaag agatgtattc tggcatgtct tgcttgacag atgcttctcc tgttgttgat 
1560 

gcaggaattg cgcttgacaa gatgatccat ttttttcaca atggccttgg gaggagaggg 
1620 

gtacctcaat ttcatgggta a 
1641 



<210> 5 

<211> 546 

<212> PRT 

<213> Solanum tuberosum 



<300> 

<308> Swiss Prot / P30924 
<309> 1993-07-26 

<400> 5 

Met Lys His Ser Ser Ala lie Ser Ala val Leu Thr Asp Asp Asn Ser 
1 5 10 15 



Thr Met Ala Pro Leu Glu Glu Asp Val Asn Thr Glu Asn lie Gly Leu 
20 25 30 

Leu Asn Leu Asp Pro Thr Leu Glu Pro Tyr Leu Asp His Phe Arg His 
35 40 45 



Arg Met Lys Arg Tyr Val Asp Gin Lys Met Leu lie Glu Lys Tyr Glu 
50 55 60 



Gly Pro Leu Glu Glu Phe Ala Gin Gly Tyr Leu Lys Phe Gly Phe Asn 
65 70 75 80 
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Arg Glu Asp Gly Cys He Val Tyr Arg Glu Trp Ala Pro Ala Ala Gin 

85 90 95 

Glu Ala Glu Val He Gly Asp Phe Asn Gly Arg Asn Gly Ser Asn His 

100 105 110 ■■■ 

Met Met Glu Lys Asp Gin Phe Gly Val Trp Ser He Arg He Pro Asp 
115 120 125 

Val Asp Ser Lys Pro val He Pro His Asn Ser Arg Val Lys Phe Arg 
130 135 140 

Phe Lys His Gly Asn Gly Val Trp Val Asp Arg He Pro Ala Trp lie 
145 150 155 160 

Lvs Tvr Ala Thr Ala Asp Ala Thr Lys Phe Ala Ala Pro Tyr Asp Gly 
^ " 165 170 175 

Val Tyr Trp Asp Pro Pro Pro Ser Glu Arg Tyr His Phe Lys Tyr Pro 
180 185 190 

Arg Pro Pro Lys Pro Arg Ala Pro Arg He Tyr Glu Ala His Val Gly 
195 200 205 

Met Ser Ser Ser Glu Pro Arg Val Asn Ser Tyr Arg Glu Phe Ala Asp 
210 215 220 

Aso Val Leu Pro Arg He Lys Ala Asn Asn Tyr Asn Thr Val Gin Leu 
225 230 235 240 

Met Ala He Met Glu His Ser Tyr Tyr Gly Ser Phe Gly Tyr His Val 

245 250 255 

Thr Asn Phe Phe Ala Val Ser Asn Arg Tyr Gly Asn Pro Glu Asp Leu 
260 265 270 

Lys Tyr Leu He Asp Lys Ala His Ser Leu Gly Leu Gin Val Leu Val 
275 280 285 
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Asp Val Val His Ser His Ala Ser Asn Asn Val Thr Asp Gly Leu Asn 
290 295 300 

Gly Phe Asp lie Gly Gin Gly Ser Gin Glu Ser Tyr Phe His Ala Gly 
305 310 315 320 



Glu Arg Gly Tyr His Lys Leu Trp Asp Ser Arg Leu Phe Asn Tyr Ala 

325 330 335 



Asn Trp Glu Val Leu Arg Phe Leu Leu Ser Asn Leu Arg Trp Trp Leu 
340 345 350 

Glu Glu Tyr Asn Phe Asp Gly Phe Arg Phe Asp Gly lie Thr Ser Met 
355 360 365 



Leu Tyr Val His His Gly He Asn Met Gly Phe Thr Gly Asn Tyr Asn 
370 375 380 



Glu Tyr Phe Ser Glu Ala Thr Asp Val Asp Ala Val Val Tyr Leu Met 
385 390 395 400 



Leu Ala Asn Asn Leu He His Lys lie Phe Pro Asp Ala Thr Val He 

405 410 415 



Ala Glu Asp Val 3er Gly Met Pro Gly Leu Ser Arg Pro Val Ser Glu 
420 425 430 



Gly Gly He Gly Phe Asp Tyr Arg Leu Ala Met Ala lie Pro Asp Lys 
435 440 445 



Trp He Asp Tyr Leu Lys Asn Lys Asn Asp Glu Asp Trp Ser Met Lys 
450 455 460 



Glu Val Thr Ser Ser Leu Thr Asn Arg Arg Tyr Thr Glu Lys Cys He 

465 470 475 480 

Ala Tyr Ala Glu Ser His Asp Gin Ser He Val Gly Asp Lys Thr He 

485 490 . 495 
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Ala Phe Leu Leu Met Asn Lys Glu Met Tyr Ser Gly Met Ser Cys Leu 
500 505 510 

Thr Asp Ala Ser Pro Val Val Asp Ala Gly He Ala Leu Asp Lys Met 
515 • 520 525 

lie His Phe Phe His Asn Gly Leu Gly Arg Arg Gly Val Pro Gin Phe 
530 ■ 535 540 



His Gly 
545 



<210> 6 

<211> 2649 

<212> DNA 

<213> Solanum tuberosum 



<300> 

<308> EMBL / AJ011890 
<309> 1999-04-07 



<300> 

<302> Iinprovments in or relating to plant starch composition 

<308> EMBL / A58164 

<309> 1998-03-05 

<310> WO 96 34968 

<311> 1996-05-03 

<312> 1996-11-07 



atggtgtata cactctctgg agttcgtttt cctactgttc catcagtgta caaatctaat 
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60 

ggattcagca gtaatggtga tcggaggaat gctaatgttt ctgtattctt gaaaaagcac 
120 

tctctttcac ggaagatctt ggctgaaaag tcttcttaca attccgaatt ccgaccttct 
180 

acagttgcag catcggggaa agtccttgtg cctggaaccc agagtgatag ctcctcatcc 
240 

tcaacagacc aatttgagtt cactgagaca tctccagaaa attccccagc atcaactgat 
300 

gtagatagtt caacaatgga acacgctagc cagattaaaa ctgagaacga tgacgttgag 
360 

ccgtcaagtg atcttacagg aagtgttgaa gagctggatt ttgcttcatc actacaacta 
420 

caagaaggtg gtaaactgga ggagtctaaa acattaaata cttctgaaga gacaattatt 
480 

gatgaatctg ataggatcag agagaggggc atccctccac ctggacttgg tcagaagatt 
S4C 

tatgaaatag accccctttt gacaaactat cgtcaacacc ttgattacag gtattcacag 
600 

tacaagaaac tgagggaggc aattgacaag tatgagggtg gtttggaagc cttttctcgt 
660 

ggttatgaaa aaatgggttt cactcgtagt gctacaggta tcacttaccg tgagtgggct 
720 

cttggtgccc agtcagctgc cctcattgga gatttcaaca attgggacgc aaatgctgac 
780 

attatgactc ggaatgaatt tggtgtctgg gagatttttc tgccaaataa tgtggatggt 
840 

tctcctgcaa ttcctcatgg gtccagagtg aagatacgta tggacactcc atcaggtgtt 
900 

aaggattcca ttcctgcttg gatcaactac tctttacagc ttcctgatga aattccatat 
960 

aatggaatac attatgatcc acccgaagag gagaggtata tcttccaaca cccacggcca 
1020 

aagaaaccaa agtcgctgag aatatatgaa tctcatattg gaatgagtag tccggagcct 
1080 
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aaaattaact 'catacgtgaa ttttagagat gaagttcttc ctcgcataaa aaagcttggg ■ 

1140 , ' 

tacaatgcgc tgcaaattat ggctattcaa gagcattctt attacgctag ttttggttat 

1200 

catgtcacaa atttttttgc accaagcagc cgttttggaa cgcccgacga ccttaagtct 
1260 

ttgattgata aagctcatga gctaggaatt gttgttctca tggacattgt tcacagccat 
1320 

gcatcaaata atactttaga tggactgaac atgtttgact gcaccgatag ttgttacttt 
1380 

cactctggag ctcgtggtta tcattggatg tgggattccc gcctctttaa ctatggaaac 
1440 

tggaaggtac ttaggtatct tctctcaaat gcgagatggt ggttggatgc gttcaaattt 
1500 

oatggattta gatttgatgg tgtgacatca atgatgtata ttcaccacgg -attatcggtg 
1560 

ggattcactg ggaactacga ggaatacttt ggactcgcaa ctgatgtgga tgctgttgtg 
'l620 

tatctgatgc tggtcaacga tcttattcat gggcttttcc cagatgcaat taccattggt 
168C 

gaagatgtta gcggaatgcc gacattttgt attcccgtcc aagagggggg tgttggcttt 
1740 

gactatcggc tgcatat^gc aattgctgat aaacggattg agttgctcaa gaaacgggat 
1800 

aaagattgga gagtgggtga tattgttcat acactgacaa atagaagatg gtcggaaaag 
■'i8 60 

tgtonttcat acgctgaaag tcdtgatcaa gctctagtcg gtgataaaac tatagcattc 
1920 

tggctgatgg acaaggatat gtatgatttt atggctctgg atagaccgtc aacatcatta 
1980 

atagatcgtg ggatagcatt gcacaagatg attaggcttg taactatggg attaggagga 
2040 

gaagggtacc taaatttcat gggaaatgaa ttcggccacc ctgagtggat tgatttccct 
2100 
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agggctgaac aacacctctc tgatggctca gtaatccccg gaaaccaatt ccgttatgat 
2160 

aaatgcagac ggagatttga cctgggagat gcagaatatt taagataccg tgggttgcaa 
2220 

gaatttgacc ggcctatgca gtatcttgaa gataaatatg agtttatgac ttcagaacac 
2280 

cagttcatat cacgaaagga tgaaggagat aggatgattg tatttgaaaa aggaaaccta 
2340 

gtttttgtct ttaattttca ctggacaaaa agctattcag actatcgcat agcctgcctg 
2400 

aagcctggaa aatacccggt tgccttggac tcagatgatc cactttttgg tggcttcggg 

agaattgatc ataatgccga atatttcacc tttgaaggat ggtatgatga tcgtcctcgt 

tcaattatgg tgtatgcacc ttgtaaaaca gcagtggtct atgcactagt agacaaagaa 
2580 

gaagaagaag aagaagaaga agaagaagaa gtagcagcag tagaagaagt agtagtagaa 
2640 

gaagaatga 
2649 



<210> 7 

<211> 882 

<212> PRT 

<213> Solanum tuberosum 

<400> 7 

Met Val Tyr Thr Leu Ser Gly Val Arg Phe Pro Thr Val Pro Ser Val 
1 S .10 15 

Tyr Lys Ser Asn Gly Phe Ser Ser Asn Gly Asp Arg Arg Asn Ala Asn 
20 25 30 



Val Ser Val Phe Leu Lys Lys His Ser Leu Ser Arg Lys He Leu Ala 
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35 
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40 *5 



Glu Lys ser Ser Tvr Asn Ser Glu Phe Arg Pro Ser Thr Val Ala Ale 

• S5 60 



50 



Ser Gly Lys Val Leu Val Pro Gly Thr Gin Ser Asp Ser Ser Ser Ser 

/ J 



65 



70 



Ser Thr Asp Gin Phe Glu Phe Thr Glu Thr Ser Pro Glu Asn Ser Pro 



85 



90 



Ala Ser Thr Asp Val Asp Ser Ser Thr Met Glu His Ala Ser Gin He 
100 105 ^^'^ ' 



Lys Thr Glu Asn Asp Asp Val Glu Pro Ser Ser Asp Leu Thr Gly Ser 



115 



120 



val Glu Glu Leu Asp Phe Ala Ser Ser Leu Gin Leu Gin Glu Gly Gly 
130 135 140 

Lys Leu Glu Glu Ser Lys Thr Leu Asn Thr Ser Glu Glu Thr lie lie 

145 150 155 160 



Asp Glu ser Asp Arg He Arg Glu Arg Gly He Pro Pro Pro Gly Leu 



165 



175 



Gly Gin Lys He Tyr Glu He Asp Pro Leu Leu Thr Asn Tyr Arg Gin 



180 



185 



His Leu Asp Tyr Arg Tyr Ser Gin Tyr Lys Lys Leu Arg Glu Ala He 
195 200 205 

Asp Lys Tyr Glu Gly Gly Leu Glu Ala Phe Ser Arg Gly Tyr Glu Lys 
210 215 220 



Met Gly Phe Thr Arg Ser Ala Thr Gly He Thr Tyr Arg Glu Trp Ala 



225 



230 



235 



Leu Gly Ala Gin Ser Ala Ala Leu He Gly Asp Phe Asn Asn Trp Asp 
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245 250 



255 



Ala Asn Ala Asp He Met Thr Arg Asn Glu Phe Gly Val Trp 61u He 
260 265 270 

Phe Leu Pro Asn Asn Val Asp Gly Ser Pro Ala lie Pro His Gly Ser 
275 280 285 

Arg Val Lys He Arg Met Asp Thr Pro Ser Gly Val Lys Asp Ser He 
290 295 300 

Pro Ala Trp He Asn Tyr Ser Leu Gin Leu Pro Asp Glu He Pro Tvr 
305 310 315 320 

Asn Gly He His Tyr Asp Pro Pro Glu Glu Glu Arg Tyr He Phe Gin 

325 330 335 

His Pro Arg Pro Lys Lys Pro Lys Ser Leu Arg He Tyr Glu Ser His 
340 345 350 

He Gly Met Ser Ser Pro Glu Pro Lys He Asn Ser Tyr Val Asn Phe 
355 360 365 

Arg Asp Glu Val Leu Pro Arg He Lys Lys Leu Gly Tyr Asn Ala Leu 
370 375 380 

Gin He Met Ala He Gin Glu His Ser Tyr Tyr Ala Ser Phe Glv Tvr 
385 390 395 400 

His Val Thr Asn Phe Phe Ala Pro Ser Ser Arg Phe Gly Thr Pro Asp 

405 410 415 

Asp Leu Lys Ser Leu He Asp Lys Ala His Glu Leu Gly He Val Val 
420 425 430 



Leu Met Asp He Val His Ser His Ala Ser Asn Asn Thr Leu Asp Glv 
435 440 445 



Leu Asn Met Phe Asp Cys Thr Asp Ser Cys Tyr Phe His Ser Gly Ala 
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450 455 y . 460 

Arg Gly Tyr His Trp Met Trp Asp Ser Arg Leu Phe Asrx Tyr Gly hsn 
465 470 475 480 

Trp Glu VaL Leu Arg Tyr Leu Leu Ser Asn Ala Arg Trp Trp Leu Asp 

485 490 495 

Ala Phe Lys Phe Asp Gly Phe Arg Phe Asp Gly Val Thr Ser Met Met 
500 505 510 

Tyr He His His Gly Leu Ser Val Gly Phe Thr Gly Asn Tyr Glu Glu 
515 520 525 

Tvr Phe Gly Leu Ala Thr Asp Val Asp Ala Val val Tyr Leu Met Leu 
530 535 540 

val Asn Asp Leu lie His Gly Leu Phe Pro Asp Ala He Thr He Gly 
545 550 555 560 

Glu Asp Val Ser Gly Met Pro Thr Phe Cys He Pro Val Gin Glu Gly 

565 570 575 

Glv Val Gly Phe Asp Tyr Arg Leu His Met Ala He Ala Asp Lys Arg 
580 585 590 

He Glu Leu Leu Lys Lys Arg Asp Glu Asp Trp Arg Val Gly Asp He 
595 600 605 

val His Thr Leu Thr Asn Arg Arg Trp Ser Glu Lys Cys Val Ser Tyr 
610 615 620 

Ala Glu Ser His Asp Gin Ala Leu Val Gly Asp Lys Thr He Ala Phe 
625 630 635 640 

Trp Leu Met Asp Lvs Asp Met Tyr Asp Phe Met Ala Leu Asp Arg Pro 

645 650 655 



Ser Thr Ser Leu He Asp Arg Gly He Ala Leu His Lys Met He Arg 
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660 
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665 



670 



Leu Val Thr Met Gly Leu' Gly Gly Glu Gly Tyr Leu Asn Phe Met Gly 
675 680 685 



Asn Glu Phe Gly His Pro Glu Trp lie Asp Phe Pro Arg Ala Glu Gin 
690 695 700 



His Leu Ser Asp Gly Ser Val He Pro Gly Asn Gin Phe Arg Tyr Asp 
705 710 715 720 

Lys Cys Arg Arg Arg Phe Asp Leu Gly Asp Ala Glu Tyr Leu Arg Tyr 

725 730 735 



Arg Gly Leu .Gin Glu Phe Asp Arg Pro Met Gin Tyr Leu Glu Asp Lys 
740 745 750 

Tyr Glu Phe Met Thr Ser Glu His Gin Phe lie Ser Arg Lys Asp Glu 
755 760 765 



Gly Asp Arg Met He Val Phe Glu Lys Gly Asn Leu Val Phe Val Phe 
770 775 780 

Asn. Phe His Trp Thr Lys Ser Tyr S.er Asp Tyr Arg He Ala Cys Leu 
785 790 795 800 

Lys Pro Gly Lys Tyr Pro Val Ala Leu Asp Ser Asp Asp Pro Leu Phe 

805 810 815 

Gly Gly Phe Gly Arg He Asp His Asn Ala Glu Tyr Phe Thr Phe Glu 
820 825 830 

Gly Trp Tyr Asp Asp Arg Pro Arg Ser He Met Val Tyr Ala Pro Cys 
835 840 845 



Lys Thr Ala Val Val Tyr Ala Leu Val Asp Lys Glu Glu Glu Glu Glu 
850 855 860 



Glu Glu Glu Glu Glu Glu Val Ala Ala Val Glu Glu Val Val Val Glu 
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865 870 875 880 



Glu Glu 



<210> 8 

<211> 1255 

<212> DMA 

<213> Solarium tuberosum 



<400> 8 

attttgtatt cccgttcaag atgggggtgt tggctttgac tatcggctgc atatggcaat 
60 

tgctgataaa tggattgagt tgctcaagaa acgggatgag gattggagag tgggtgatat 
120 

tgttcataca ctgacaaata gaagatggtc ggaaaagtgt gtttcatacg ctgaaagtca 
180 

tgatcaagct ctagtcggtg ataaaactat agcattctgg ctgatggaca aggatatgta 
240 

tgattttatg gctttggata gaccgtcaac atcattaata gatcgtggga tagcattgca 
300 

caagatgatt aggcttgtaa ctatgggatt aggaggagaa gggtacctaa atttcatggg 
360 

aaatgaattc ggccaccctg agtggattga tttccctagg gctgaacaac acctctctga 
420 

tggctcagta attcccggaa accaattcag ttatgataaa tgcagacgga gatttgacct 
480 

gggagatgca gaatatttaa gataccgtgg gttgcaagaa tttgaccggg. ctatgcagta 
540 

tcttgaagat aaatatgagt ttatgacttc agaacaccag ttcatatcac gaaaggatga 
600 

aggagatagg atgattgtat ttgaaaaagg aaacctagtt tttgtcttta attttcactg 
660 

gacaaaaagc tattcagact atcgcatagg ctgcctgaag cctggaaaat acaaggttgc 
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720 

cttggactca gatgatccac 
780 

tttcaccttt gaaggatggt 
840 

tagaacagca gtggtctatg 
900 

agtagaagaa gtagtagtag 
960 

aacgctacat agagcttctt 
1020 

atgtgacaaa aggtttgcaa 
1080 

gaagtgctga acaaacatat 
1140 

cagcaggttt tgcttagtga 
1200 

gaaatcaatt atgtgagacc 
1255 
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tttttggtgg cttcgggaga 
atgatgatcg tcctcgttca 
cactagtaga caaagaagaa 
aagaagaatg aacgaacttg 
gacgtatctg gcaatattgc 
ttctttccac tattagtagt 
gtaaaatcga tgaatttatg 
gttctgtaaa ttgtcatctc 
taaaatacaa taaccataaa 



attgatcata atgccgaatg 
attatggtgt atgcacctag 
gaagaagaag aagtagcagt 
tgatcgcgtt gaaagatttg 
atcagtcttg gcggaatttc 
gcaacgatat acgcagagat 
tcgaatgctg ggacgggctt 
tttatatgta cagccaacta 
atggaaatag tgctg 
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